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TIIVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: EturauhassyOpd on maailmanlaajuisesti miesten
yleisin sy0pa. Huolimatta valtavista tutkimuspanostuksista edelleen on melko vahéan
tietoa syistd, jotka johtavat eturauhassydvan syntyyn, varsinkin perinndllisen
eturauhassyovan kohdalla. Tiedetddn kuitenkin, ettd perima on yks sekeimmista
riskitekijoistd. Epidemiologissa tutkimuksissa on voitu osoittaa, efta suvussa useat
eturauhassyOpaan sairastuneet nostavat selkeasti viela terveiden miesten riskia sairastua.
Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittéd mitokondriaalisen DNA:n ja erityisesti
haploryhmien osuutta eturauhassyOvan riskitekijgna Toisin sanoen, voiko tietty
haploryhma altistaa kohonneelle eturauhassyopériskille suomalai sessa vaest6ssi

Tutkimusmenetelmat: Naytteina kaytettiin perhetaustaisia ja satunnaisesti valittuja
eturauhassyOpdan sairastuneita miehid sekd kontrollipotilaina Suomen punaisen ristin
verenluovuttagjia. Kaikkien ndytteiden mitokondriaalinen DNA sekvensoitiin ABI Prism
3100 DNA -sekvensaattorilla aueelle suunnitelluilla alukkeilla. Sekvensoinnista saadun
datan avulla kullekin naytteelle maaritettiin  haplorynmét ja laskettiin  kunkin
haploryhman assosiaatio eturauhassyopaan.

Tutkimustulokset: Tutkimuksessa saadun sekvensointidatan perusteella voidaan
todeta, etta tilastollisen merkitsevyyden kannalta syOpépotilaiden kohdalla
kontrolliryhmaa yleisempia olivat haploryhmét | ja TJ*, kun taas haploryhma H oli
yleisempi kontrolliryhméssa verrattuna syodpdpotilaiden naytteisiin. Sekvensoinnin
myoéta 16ytyi myds muutoskohta C7996A Kkaikista naytteistd, niin syop& kuin
kontrolliryhméssa

Johtopéatokset: Tassd tydssa saadut tulokset osoittavat, ettd suomalaisvaestossa
eturauhassyovan riskitekijana olisivat haploryhmé | ja TJ*, riippumatta siita
sairastuuko eturauhassyopaén perhetaustaisesti vai satunnaisesti. Haploryhmé&a H sen
Sjaan voidaan pitéd potentiaalisena suojaavana tekijdna eturauhassyOpéa vastaan,
etenkin eturauhassyOvassd perhetaustaisesti positiivisten miesten kohdalla. Uutta
varianttia C7996A sytokromioksidaasi Il-alayksikdssd voidaan pitda todenndkoisesti
normaalina sekvenssina suomalaisten mitokondriaalisessa DNA:ssa
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ABSTRACT

Background and Aims. Progtate cancer isthe most frequently diagnosed cancer in men
worldwide. Etiological factors are still poorly known but one of the most definitive risk
factors is positive family history. Epidemiological studies have shown that many
affected relatives are associated with high risk of prostate cancer to healthy men. Aim of
this study was to determine if mitochondrial DNA and especialy mitochondrial
haplogroups are involved in prostate cancer as arisk factor. In other words, could some
certain haplogroup predispose to prostate cancer risk of in the Finnish population.

Methods: Analysed samples were both familial and sporadic prostate cancer cases and
anonymous control samples from the Finnish Red Cross blood donors. Mitochondrial
DNA from all samples was sequenced using specially designed primers and ABI Prism
3100 DNA analyser. Haplogroups for all samples were determined based on the data
that was received from sequencing analyses. The association between each haplogroup
and prostate cancer was counted.

Results: The sequencing datathat was received in this study showed that haplogroups |
and TJ* were more frequent in cancer patiens than in controls compared to statistical
significance. On the other hand haplogroup H was more frequent in controls than in
cancer patients. Alteration point C7996A was found along with sequencing from all
samples including controls.

Conclusions: Results from the study suggest that haplogroups | and TJ* are
predisposing susceptibility factors to prostate cancer in the Finnish population
regardless of whether patient has familial or sporadic prostate cancer. Instead
haplogroup H could be considered as potential protective factor against prostate cancer,
especidly in men, who have positive family history for prostate cancer. Alteration
C7996A in cytochrome oxidase subunit 11 is more likely a normal sequence than a site
of variation in mitochondrial DNA in the Finnish.
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1 JOHDANTO

Eturauhassytpa on miesten yleisin sy0pa Suomessa ja sen ilmaantuvuus nayttaisi
nousevan vuos vuodelta. Eturauhassybvan esintymistiheyden tiedetééan olevan
Suomessa yksi korkeimmista maailmalla (97,8/100 000). Vuonna 2005 Suomessa
sairastui 5322 miestd eturauhassyopéan ja heidan laskettu suhteellinen elossaololuku
(%) viiden vuoden jéalkeen on 89. (Suomen sydpérekisteri, Finnish Cancer Registry,
2008.) Keuhkosyovan jalkeen eturauhassyopd aheuttaa Suomessa eniten
sy6pakuolemia miehill& Eturauhassydpa syntyy, kun eturauhasessa olevat epiteelisolut
alkavat muuttua pahanlaatuisiks syOpasoluiksi. Syita syovan kehittymiselle el viela
tarkasti tunneta, mutta tiedetéén, ettd korkea ikéa (sairastuneiden keski-ika n. 71 vuotta)
ja perintotekijgd nostavat riskia sairastua eturauhassyopdan.  Perinndllista
eturauhassyOpéa esiintyy vaestéssdmme noin 5 prosenttia (%) ja perheittain esiintyvaa
on noin 20 % tapauksista (Kaypéa hoito, 2007). Epidemiologisten kaksostutkimusten
pohjalta on pystytty selvittamaan, etta noin 40 prosenttiin eturauhassytpatapauksista

liittyy jonkinasteisia perinndllisia riskitekijoita.

Talla hetkella tiedetdén, ettd maternaalisesti periytyvilla tekijoilld on vaikutusta
eturauhassyovan syntyyn. Geneettisten kytkentdanalyysien perusteella nayttéisi, etta
noin 40 % suomalaisilla esiintyvista eturauhassyovista periytyy adin kautta, minka
uskotaan suurelta osin johtuvan X-kromosomaalisesta periytymisesta (Xu ym., 1998).
Téssa tydssa tutkimuskohteena on mitokondriaalinen DNA (mtDNA), jonka avulla
pyritéén selvittdméan voisiko maternaalinen periytyminen olla myds mitokondriaalista,
ainakin osittain. Nyt jo tiedetdan, etta eturauhassybvalle on tunnusomaista apoptoosin
valttdminen, minka tiedetdan olevan mitokondrion séételema toiminto, joten tamakin

tieto tukee mitokondriaalisen DNA:n osuutta eturauhassydvan synnyssa.

Usein mutaatiot mitokondriaalisessa DNA:ssa ovat neutraaleja. Siten vaestospesifiset
polymorfiat, jotka ovat lahtdisin varhaisilta esi-isiltamme, on luokiteltu eri
haploryhmiksi. Suurin osa haploryhmista on usein keskittynyt tietyille maantieteellisille
adueille kuten mantereille (Torroni ym., 1996). Tassa tydssd tutkitaan

mitokondriaalisten haploryhmien roolia alttiudessa sairastua sek& perinndlliseen etta



sporadiseen eturauhassydpaan. Booker ym. julkaisivat vuonna 2006 tutkimuksen, joka
oli tehty Y hdysvalloissa valkoihoisilla ja tuolla tutkimuksella he osoittivat haploryhméa
U:n olevan riskitekija eturauhassydvan synnyssa. Haploryhma U:n ollessa Suomessa
erityisen yleinen, tadma tutkielma tarjoaa oivan tilaisuuden jatkotutkimuksiin
haploryhma U:n mahdollisesta roolista eturauhassydpéalttiuden aiheuttgjana. Tassa
tyossa siis tutkitaan péteeko Bookerin ym. (2006) havaitsema tulos my6s suomalaisessa
vaestossa, kun tiedetdan suomalaisen vaeston olevan geneettisesti hyvin homogeeninen

kansa



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Eturauhanen

Eturauhanen (kuva 2.1) on miesten sukupuolirauhanen, joka on aikuisella miehell& noin
luumun kokoinen, 20 grammaa painava elin. Eturauhanen muodostuu jo sikiGaikana,
mutta varsinainen kehitys alkaa vasta murrosidssd miessukupuolihormonien
nesteestd. Virtsaputken yldosaa ymparbiva eturauhanen on muodostunut noin
viidestakymmenesta pikkurauhasesta, jotka laskevat parinkymmenen tiehyen kautta
virtsaputkeen. Rauhasten valissa on sileita lihassyita seka runsaasti sidekudosta, jonka
maéra vanhemmiten kasvaa. (Nienstedt ym., 1999, 438.) Eturauhasen hyvanlaatuinen
liikakasvu onkin vanhemmilla miehilla sy6paa yleisempi vaiva. Eturauhasen eritteessi
on runsaasti hapanta fosfataasia, jota vapautuu verenkiertoon eturauhassyovassa. Veren
happaman fosfataasin méaarityksella on siten diagnostista merkitysta eturauhassydvassa
(Nienstedt ym., 1999, 438).

elurauhanen

rakkularaghanen

S v PESE DAL

Kuva 2.1. Eturauhanen (http://www.eturauhassyopa.info/rauhanen.htm; 25.3.2008)



http://www.eturauhassyopa.info/rauhanen.htm;

Eturauhasessa on kolme vyohykettd perifeerinen, valimuotoinen ja sentraalinen.
Jokainen vyohyke on erilailla taipuvainen joko syévan tai eturauhasen hyvénlaatuisen
liikakasvun eli hyperplasian kehittymiselle. Vyohykkeiden tarkka toiminta e ole
kuitenkaan selvilla Téasta huolimatta vyohykkeista tiedetéan perifeerisen olevan herkin
eturauhassydvan suhteen, missd noin 70 % syopatapauksista kehittyy, kun taas
eturauhasen liikakasvua tapahtuu etupddssd valimuotoisessa vyOhykkeessa
Molekulaariset mekanismit ndiden erilaisten alttiuksien takana eivdt ole tunnettuja,
mutta tarkeita eroavaisuuksia vyohykkeiden kesken on vélittgjdmetaboliassa olemassa.
(Gémez-Zaera ym., 2006.)

2.2 Eturauhassyopa

2.2.1 Eturauhassyovan esiintyvyys

Maailmanlagjuisesti eturauhassyopa on yleisimmin miehill& diagnosoitu syopd, jos
ihosybpédkasvaimia ei lasketa mukaan (Pakkanen ym., 2007). Puoli miljoonaa uutta
eturauhassyOpétapausta diagnosoidaan maailmalla vuosittain. Euroopan unionin alueella
eturauhassyopéa on toiseksi yleisin miesten syovistd, kun taas Yhdysvalloissa se on
yleisn  miesten sybpa (GOmez-Zaera ym., 2006). Myds Suomessa
eturauhassyOpétapausten madrd ndyttdiss kasvavan vuos vuodelta (Kuva 2.2.1) ja
vuodelle 2008 ennustettujen tapausten maddraksi on arvioitu noin 5847 sairastunutta
(Suomen syopéarekisteri, Finnish Cancer Registry, 2008). Teollistuneissa lansimaissa
kuten Pohjoismaissa, Lansi-Euroopassa ja Y hdysvalloissa eturauhassyévan yleisyys on
suurinta, kun taas Japanissa ja Kiinassa eturauhassybpaa esiintyy vahiten.
Yhdysvalloissa on havaittu eturauhassyévan olevan mustaihoisilla valkoihoisia
yleisempéda. (Kaypa hoito, 2007.) Tasta syysta afrikkalaistaustan katsotaan olevan tarked
riskitekija eturauhassydvan synnyssa (L indstrém ym., 2006).
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Kuva 2.2.1. Ikavakioitu ilmaantuvuus miehilla 1953-2004 (yleissmmét sydvét) (L ahde:
Suomen syodpéarekisteri, Finnish Cancer Registry, 2008)

2.2.2 Riskitekijat eturauhassybvassa

Korkean ian ja eturauhassytvan suhteen positiivisen perhetaustan tiedetéén olevan
tarkeitd riskitekijoita eturauhassyovalle, mutta tdstd huolimatta taudin etiologiassa
ollaan kaukana taudin syiden tunnistamisesta (Gémez-Zaera ym., 2006). Myds jo
mainittu afrikkalaistausta on yksi eturauhassydvan tarkeista riskitekijoista (Lindstrom
ym., 2006). Positiivinen perhehistoria on kuitenkin yksi vahvimmista eturauhassyévélle
altistavista tekijoistd. Suunnilleen 10-15 prosentilla eturauhassyOpdd sairastavista
miehista on vahintdan yksi sukulainen, joka on myoés taudin kantaja. Potilas vs. kontrolli
-tutkimusmallien on havaittu olevan tehokas metodi eturauhassyovan riskitekijoiden
kartoittamiseen. (Schaid, 2004.) Monia tuman geenegjd onkin pystytty liittamaan
eturauhassydvan syntyyn ja kehitykseen (Gomez-Zaera ym., 2006). Todennakdisia
kandidaattigeeneja eturauhassydvan suhteen ovat testosteronin ja muiden androgeenien

metabolioihin liittyvét geenit, koska eturauhassolujen kasvu on androgeeneista i
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kuten ruokavalio ja eldmantyyli sekd sukupuolihormonit ovat mahdollisia riskitekijoita
eturauhassydvan kehittymisen kannalta (Dakubo ym., 2006). Runsas rasvojen kaytto ja
lihavuus, joiden mekanismina mahdollisesti suurentunut mieshormonipitoisuus,
suurentavat riskia sairastua eturauhassytpaédn (Lukkarinen ym., 1999). Erityisesti
punaisen lihan syonti on yhdistetty eturauhassyOpéén altisgavana tekijand Myos
tupakoitsijoilla on suurentunut riski ei-tupakoiviin ndhden kuolla eturauhassydpdan
(Lukkarinen ym., 1999). Useat tutkimukset suosivat hedelmien ja vihannesten
suojaavaa vaikutusta eturauhassyovélle. Myos tietyilla vitamiineilla kuten E:lla ja D:11&
seka seleenilla saattaa olla suojaava valkutus eturauhassyopaa vastaan, tosin D-
vitamiinin kohdalla on raportoitu myos péinvastaisista vaikutuksista (Schaid, 2004).

2.2.3 Perinndllinen eturauhassyopa

Suunnilleen 43 % miehistd, joilla diagnosoidaan eturauhassyopa alle 55 vuoden i&ssa,
riski eturauhassyovan kehittymiselle tavanomaista nuoremmalla ialla, mutta silti taudin
biologinen kayttaytyminen on edelleen epaselvéa (Potter & Partin, 2000). On pystytty
osoittamaan, etta eturauhassydvan esiintyminen vahintddn kolmella suvun jasenelld
nayttdis johtuvan periytyvastd geenistd, jonka mutaatio johtaa pahanlaatuiseen
muutokseen (Carter ym., 1992). Suuressa skandinaavisessa kaksostutkimuksessa
Lichtenstein ym. (2000) esittavét, ettd geneettisilla tekijoilla olisi vaikutusta
eturauhassyovan riskiin 42 prosenttia. Perinndllisten riskitekijoiden uskotaan periytyvan
autosomaalisesti dominantisti, autosomaalisesti resessiivisesti tai X-kromosomaalisesti
(Matikainen ym., 2001). On myos tutkittu, etteivat perinndlliset tai sporadiset
eturauhassyopamuodot eroa toisistaan kliinisten tai patologisten ominaisuuksien osalta
(Schaid, 2004).

2.2.3.1 Perinndlliselle eturauhassyovélle altistavat geenit

Ensimmainen perinndlliselle eturauhassyovalle altistava geeni HPC1 paikannettiin

Y hdysvalloissa ja Ruotsissa tehtyjen tutkimusten perusteella kromosomin 1 pitkdan
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késivarteen aueelle 1g24-25 (Gronberg ym., 1997). Suomalaisista perinnollisista
eturauhassyOpétapauksista HPC1 sdlittdd kuitenkin vain alle 15 % tapauksista
(Lukkarinen ym., 1999). Xu ym. (1998) raportoivat hieman my6hemmin, ettd noin 40 %
perinndllisista eturauhassyOpatapauksista periytyy X-kromosomin vélityksella eli
maternaalisesti. Viime vuosien aikana tehdyilld kytkentdanalyyseilla on pystytty
identifioimaan ainakin kuusi riskilokusta perinndlliselle eturauhassydvélle, joita ovat
siis jo mainitut HPC1/RNASEL (1924-25), HPCX (X(q27-28) sek& néiden lisaksi
HPC2/ELAC2 (17p11), PCAP (1g42.2-43), HPC20 (20g13) ja CAPB (1p36, 8p22-23)
(Schaid, 2004). Tutkimuksilla on pystytty osoittamaan, etta tietyt muutokset ELAC2 -
geenissa saattavat vaikuttaa eturauhassydpaan vaestotasolla (Rokman ym., 2001). On
kuitenkin selvag, ettd jos HPC2/ELAC2:1la on rooli eturauhassytvassa, se on heikko
useimmissa eturauhassyovan muodoissa. CAPB on yhdistetty erityisesti perheisiin,
joilla on voimakas nuorella idll& diagnosoitu eturauhassyopéahistoria. CAPB:ia on myds
tutkittu mahdollisena yhteisena riskitekijand perheissg, joilla esiintyy seka eturauhas-
ettda aivosyopdd. (Schaid, 2004.) Mutaatiot geenissd HPCX voidaan mahdollisesti
yhdisté&d myds sporadisiin eturauhassyopatapauksiin (Rékman, 2004).

Ituradan mutaatioita geeneissa BRC1 ja BRC2, joiden tiedetdan lisédvan rintasybvan
riskia, on myos tutkittu eturauhassybvan yhteydessa. Miehilld, jotka kantavat mutaatiota
joko geenissa BRC1 (17¢21) ta BRC2 (13gl12), on merkittévéasti kohonnut riski
sairastua eturauhassyopdan, mutta ndma mutaatiot ovat harvinaisia ja sdlittavét siten
ainoastaan pienen osan perinndllisista eturauhassyopétapauksista. Lisdtutkimuksia
kaipaavalla MSR1-geenilla (8p22-23), joka koodaa infektioissa vasteina toimivia
proteiingja, saattaa myodskin olla altistava vaikutus eturauhassyovélle. (Schaid, 2004.)
Suomalaisilla perinndllistd eturauhassytpaa kantavilla perheilld tehdyn tutkimuksen
mukaan on 10ydetty myos alue 3p26, joka todenndkdisesti sisdltda altistavan geenin
eturauhassyovélle (Rékman ym., 2005). Kaikkien edella mainittujen [6ydosten valossa
on selvaa, ettd perinndllinen eturauhassybpa on heterogeeninen tauti, jolloin alttiuteen
sairastua tarvitaan monien eri geenien yhteisvaikutus (Gronberg ym., 2000).
Tulevaisuudessa tarvitaan tutkimuksia myos tavallisten geneettisten polymorfioiden
roolista, koska niilla uskotaan olevan merkitystd eturauhassyévan synnylle (Schaid,
2004).
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2.2.3.2 Perinndllisen eturauhassyovan yhteys muihin syopiin

Tutkimuksissaan Gronberg ym. (2000) tutkivat perinndllisen eturauhassybvan ja
muiden pahanlaatuisten kasvainten yhteytta Suurimmalle osalle perinndllista
eturauhassyOpda sairastavista perheista e [0ydetty yhteyttda muihin pahanlaatuisiin
kasvaimiin. Kuitenkin osalle perinndllistd eturauhassybpda kantavista perheista
[Oydettiin yhteys rintasydvan jaltai mahasyovan vélille. Y hteys nédiden sydpien valilla
saattaa johtua tavallisesta ituradan mutaatiosta syovéalle atistavassa geenissa. Kuitenkin
lisdd tutkimuksia tarvitaan asian varmistamiseks (Gronberg ym., 2000). Useilla
muillakin tutkimuksilla on haluttu tutkia eturauhas- ja rintasyopien véalista yhteytta,
koska ne ovat yleissmmin diagnosoituja syopia miesten ja naisten kesken. Tutkimukset
ovat kuitenkin osoittaneet eturauhassyOvan ja rintasydvan vélisen yhteyden olevan
heikko ja sen uskotaan johtuvan todennakéisesti moninaisista geneettisistd seka
ymparistollisista tekijoistd (Schaid, 2004). Baker ym. (2005) kayttivdt myohemmin
tutkimuksissaan kaksosrekisteriin  Ruotsissa, Tanskassa ja Suomessa jo vamiiksi
kerdttya dataa ja tutkivat eturauhas-, rinta- ja kolorektaalisyopien genetiikkaa.
Tutkimustulosten perusteella néiden syopien véalilla geneettinen alttius on pienta tai
kohtuullista (Baker ym., 2005). Erot voivat johtua populaatioista, eli ndissdkin on
todenndkoisesti  véestokohtaisia eroja. Myds suomalaisnayttellla on  tehty
vastaavanlainen tutkimus (Matikainen ym., 2001), joka osoitti yhteyden mahasytvan ja
varhaisessa vaiheessa puhkeavan eturauhassyovan vdlillee Mahasybvan ja
eturauhassydvan vélinen yhteys saattaa olla seurausta jaetuista geneettisista tai
ympéristollisista riskitekijoistd, mutta havaittu yhteys voi olla myds sattumaa. Samassa
tutkimuksessa suomalaisella vaest6lla osoitettiin, etta merkittavia perinnollisia tekijoita
voidaan yhdistdd sekda vanhemmilla ettd nuoremmilla miehilld puhkeavaan

eturauhassyopéaan. (Matikainen ym., 2001.)

2.3 Mitokondrio

Mitokondriot ovat kahden kalvon rgjaamia soluorganelleja solun sytoplasmassa.
Mitokondriot ovat suunnilleen bakteerin kokoisia, niiden halkaisijan ollessa tyypillisesti

noin 1 nm. Mitokondriota ympéardiva ulkokalvo on sileg, kun taas sisékalvo on runsaasti
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poimuttunut. Sisdkalvo muodostaa mitokondrion siséan lukuisan mééaran poimuja, joita
kutsutaan kristoiksi. Sisékalvon ympéaroiméa tilaa kutsutaan matriksiksi. Ulkokalvo on
hyvin |gpéiseva ja se on pddasiassa muodostunut vastakkain asettuneista fosfolipideistd,
joihin on kiinnittyneend useita poriineiksi kutsuttuja proteiingja, jotka paastavét
lavitseen kaikki ale 5 kilodaltonin kokoiset molekyylit. Sisékalvon rakenne |&paisee
huonosti molekyylejd ja sen koostumuksesta 80 % on proteiingja ja loput 20 % on
lipidga. Sisdkalvon proteiinit osallistuvat hapetusreaktioihin, ATP:n muodostukseen

(ATP-syntaasi) ja aineiden kuljetukseen sisékalvon |&pi.

Mitokondrioita on kaikissa muissa solutyypeissd paitsi kypsissa erytrosyyteissa eli
punasoluissa (Nienstedt ym., 1999, 36). Mitokondrioiden koko, muoto ja paikka
vaihtelevat sen mukaan mistd solutyypista ja kudostoiminnosta on kulloinkin kyse.
lhmisen solut kasittavét useista sadoista tuhansiin mitokondriota riippuen solun
metaboliasta ja energiatarpeesta. Mitokondriot lisdantyvét ainoastaan jakautumalla jo
olemassa olevista mitokondrioista, téllin jokainen mitokondrio sisdltéd oman DNA:n,
RNA:n ja ribosomit. (Nelson & Cox, 2000.) Mitokondrion oman DNA:n ja
proteiinisynteesin vuoks sen voidaan olettaa olleen aun perin itsendinen solu.
Eukaryoottisten mitokondrioiden gjatellaan polveutuneen endosymbioosin valityksella
aerobisista bakteereista ja kloroplastien syanobakteereista (Alberts ym., 2002).

Mitokondriota voidaan sanoa solun energiayksikoks. Mitokondriolla on térkea rooli
energiametaboliassa, apoptoosissa seka solulle haitallisen aktiivisen hapen (reactive
oxygen species, ROS) tuottamisessa. Parhaiten tunnettu mitokondriaalinen toiminto on
adenosiinitrifosfaatin  eli  ATP:n tuottaminen soluhengityksen, toiselta nimeltaén
oksdatiivisen fosforylaation, kautta, jossa ravintoaineisiin sitoutunut kemiallinen
energia muunnetaan ATP.ksi.  Oksidatiiviseen fosforylaatioon osalistuvat
proteiiniryhmittymét on koodattu sek& tuman ettd mitokondrion geeneigtd. (Gallardo
ym., 2006.)

15



2.3.1 Mitokondriaalinen DNA

Ihmisen mtDNA on kaksijuosteinen, 16569 emasparista muodostuva rengasmainen
DNA-molekyyli (kuva 2.3.1). Jokaisessa mitokondriossa on 1-11 kopiota
mitokondriaalista DNA:ta. Mitokondriaalinen DNA sijaitsee mitokondrion sisdllg,
matriksissa. Y hdelta kannalta katsottuna Ihmisen Genomi Projekti (Human Genome
Project) akoi juuri ihmisen mitokondriaalisen DNA:n taydellisen sekvenssin
julkaisemisella vuonna 1981, jota aettiin kutsua Cambridgen viitesekvenssiksi (The
human mtDNA Cambridge Reference Sequence (CRS)) (Andrews ym., 1999).

human mtDMNA

16,569 kb

Leuucw)
Seriacn
His

Kuva 2.3.1 lhmisen mitokondriaalinen DNA
(http://herkules.oulu.fi/ishn9514268490/html/c347.html; 22.2.2008)

Mitokondriaalisen DNA:n on osoitettu periytyvan ainoastaan adilta ja siten se ei
lqpikdy rekombinaatiota (Giles ym., 1980). Tyypillisesti nisdkassolut sisdltavét,
riippuen solutyypistd, 10°- 10" kopiotamtDNA:ta, ja se voi kahdentua itsendisesti tuman

DNA:sta (Lightowlers ym., 1997). Solun jakautumisessa mitokondrio ja sen genomi
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jakautuvat sattumanvaraisesti tytarsoluille ja néin ollen syntynyttd tilaa kutsutaan
heteroplasmiseksi. Heteroplasmian ja jopa homoplasmian tasot voivat nousta eri

solulinjoissa (Fernandez-Silva ym., 2003).

Ihmisen mitokondriaalinen DNA eroaa tuman DNA:sta monella tapaa, muun muassa
siten, ettel se sisalla lainkaan histoneita, jotka sitoutuisivat DNA:han ja stabiloisivat
DNA:n rakennetta. Erilaista tuman DNA:han verrattuna on mitokondriaalisen DNA:n
tiukka pakkautumisaste, silla lahes jokainen nukleotidi koodaa joko proteiinia, siirtdé
RNA:ta (tRNA) ta ribosomeja. Vaikka geenit ovat mitokondriaalisessa DNA:ssa
tiukasti pakattuja, kaikkia ei silti transkriptoida samassa suunnassa. Erityista on myos,
etta geenien sdételyalueita on mtDNA:ssa erittdin vahan. Taman lisaksi mitokondrion
omat ribosomit eroavat eukaryoottisolun muista ribosomeista. Mitokondriaalinen
proteiinisynteesi kayttdd ainoastaan 22 tRNA:ta, kun taas sytosolissa tapahtuvaan
proteiinisynteesiin tRNA:ita vaaditaan 30 tai enemman. Normaali kodoni-antikodoni
pariutuminen on mitokondriossa vapautuneempaa, mika tarkoittaa, ettd useat
mitokondrion diirt§a&RNA:t hyvéksyvdt minka tahansa eméksen kolmanneksi
kodoniksi, jolloin yksi tRNA voi kayttda neljéa eri kodonia tuodessaan aminohappoa
ribosomille. Myos mitokondrioiden geneettinen koodi eroaa tuman universaaista
koodista siten, ettd neljd kodonia 64:st& koodaa eri aminohappoa kuin eukaryoottien
sytosolissa (taulukko 2.3.1). (Alberts ym., 2002.)

koodien vdlilla. (Mukaillen Alberts ym., 2002, 814.)

kodoni | universaali koodi | mitokondriaalinen koodi
UGA STOP Trp
AUA lle Met
CUA Leu Leu
AGA Arg STOP
AGG Arg STOP

MtDNA siséltéa yhteensd 37 eri geeniaja ne eivét sisdlla lainkaan introneita toisin kuin
tuman koodaamat geenit. Kaikki 37 mtDNA:n koodaamaa geenia liittyvét jollakin
tavalla energian tuotantoon tai energian varastointiin  ATP-muodossa. MtDNA:n
geeneista kaksi koodaa ribosomaalista RNA:ta (rRNA), joista toinen on pieni (125) ja
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toinen on suuri (16S). 22 MDNA:n geenia koodaa sSirtdja&RNA:ta (tRNA). Seka
rRNA:ta ettéd tRNA:ta tarvitaan mitokondriaalisten proteiinien synteesiin (Gallardo ym.,
2006). Loput 13 geenid koodaavat aayksikkdja hengitysketjun eli oksidatiivisen
fosforylaation proteiineihin, joita on kaikkiaan 87 (Nelson & Cox, 2000). Nama 13
mMtDNA:n koodaamaa hengitysketjun alayksikkod ovat: MTND1, MTND2, MTND3,
MTND4, MTND4L, MTND5, MTND6, MTATP6, MTATP8, MTCO1, MTCO2,
MTCO3 ja MTCYB (Moilanen & Majamaa, 2003), joista seitseman ensimmaista
koodaavat NADH-dehydrogenaasin alayksikoitd, kaksi seuraavaa ATP-syntaasin
alayksikoita ja nelja viimeitd koodaavat sytokromi c-oksidaasin alayksikoita.
MtDNA:n koodaamien alayksikkdentsyymien jarjestdytymisen mitokondriaalisessa
genomissa voi ndhda kuvasta 2.3.1. On kuitenkin syyta muistaa, ettd suurin osa
mitokondrioiden proteiineista syntyy tuman DNA:n koodaamana, syntetisoituu
sytoplasman ribosomeilla ja kulkeutuu sieltd mitokondrioihin (Heino & Vuento, 2002,
78).

Mitokondriaalinen DNA on erittain altis vaurioitumiselle, mink&a johdosta mtDNA:n
mutaationopeus on 10-20 kertaa nopeampaa kuin tuman vastaava. Korkea
mutaationopeus on seurausta DNA:n korjausmekanismien rajoittuneisuudesta,
suojaavien, DNA:ta sitovien proteiinien kuten histonien puuttumisesta seka vapaiden
happiradikaalien  tuoton laheisestda gjainnista.  (McKenzie ym., 2004.)
Mitokondriaalinen DNA 18pikdy enemman transitiopistemutaatioita, jossa toinen
puriini-  (A<~G) ta  pyrimidiiniemds (T<C) korvaa toisen, Kkuin
transversiopistemutaatioita, jossa puriiniemds korvaa pyrimidiinieméksen tal
painvastoin (Galtier ym., 2006). Koska satoja mitokondrioita ja tuhansia kopioita
MtDNA:sta on kaikissa soluissa kypsid punasoluja lukuun ottamatta, haitallisia mtDNA-
mutaatioita voi esiintyd kaikissa, seka somaattisen ettd ituradan ihmissoluissa ja -
kudoksissa (Wallace, 1994).

MtDNA:n kaks komplementaarista saiettd on emaskoostumuksiltaan epasymmetrisia:
toinen sdikeista on G-rikas, josta kaytetéén nimitysta raskas (heavy) sdie tai H-séie, kun
taas toinen sdikeistd on C-rikas, jolloin siita kdytetdan nimitysta kevyt (light) sdietai L-

sdie. MtDNA:n koodaamista 37 geenista 28 on koodattu H-sdikeen mukaan ja loput 9
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geenida koodautuu siis L-saikeen emdksista. Koska mitokondriaaliset geenit ovat
jarjestaytyneet yhtdjaksoisesti mtDNA:n genomiin, on siind ainoastaan vahan alueita,
jotka eivét koodaa mitdan geenia Ei-koodaavasta alueesta kaytetéén kahta eri termid,
joita ovat kontrollialue (control region) ja D-loop-alue (non-coding displacement loop).
Kaikkiaan ei-koodaava-alue on noin 1200 nukleotidia pitka eli se muodostaa alle 7 %
mitokondriaalisesta genomista ja se sijaitsee ns. nukleotidi (nt) ”0”-kohdan molemmilla
puolilla. Kontrollialue-nimitys tulee siitd, ettd alue toimii mtDNA:n pé&dasiallisena
séételyalueena seka se sisdltaa signaalit, jotka saételevat RNA- ja DNA-synteesid. D-
loop-alueella (nt 16104-191, www.mitomap.org, 2008) muodostuu kolminkertaista
DNA-sdierakennetta, joka sisdltdd replikaation aloituskohdan H-sdikeelle (Oy) seké
promoottorit H- ja L-séikeiden transkriptioille (P ja P.) (kuvassa 2.3.1) (Navagliaym.,
2006). L-sdikeen replikaation aloituskohta (O_) on erotettu H-sdikeen aloituskohdasta
(On) 2/3:dla mtDNA:n pituudesta (kuvassa 2.3.1) (Walace, 1994). O, sijaitsee
mMtDNA:n toisella ei-koodaavalla alueella, joka on ainoastaan n. 30 nukleotidia pitk&
sijaiten tRNA-klusterin sisdlla (Fernandez-Silva ym., 2003).

MtDNA:n korkean mutaationopeuden liséksi tietyilld alueilla mitokondriaalista
genomia mutaationopeus on nopeampaa kuin toisilla. Ei-koodaavan-alueen erittéin
paljon vaihtelevilla sekvensseilla mutaationopeus on huomattavasti nopeampaa kuin
koodaavilla alueilla (Chinnery ym., 1999). Howellin ym. (1996) tekemassa
tutkimuksessa he osoittivat, ettd mitokondrion ei-koodaavalla alueella (D-loopilla)
mutaationopeus olis korkeinta koskaan raportoitua. Ei-koodaava-alue sisdltéa myds
kaksi hypervaihtelevaa aluetta HVS-1 ja HVS-1I. Nailla alueilla on erittdin korkea
haplotyyppien vaihtelevuus. Todenngkdisyys, etta kahdella sattumanvaraisesti valitulla
yksil6lla olisi identtiset mtDNA:n haplotyypit HVS-| ja HV S| -alueilla on alle 5 %

(Schwartz & Vissing, 2004).

2.3.2 Mitokondriaalisen DNA:n periytyminen

Mitokondriaalisen DNA:n tiedetédn periytyvan ainoastaan adin kautta (Giles ym.,
1980). Munasolu sisdltéa noin 100 000 mitokondriota ja mtDNA:ta, kun sitd vastoin

siittiosolussa niitd on vain noin sata. Tama osaltaan johtaa siihen, ettel siittiosoluilla ole
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geneettista vaikutusta perittyyn mtDNA:han (Wallace ym., 1999). Koska isén perimaei
vaikuta mitokondriaaliseen DNA:han eikd sen mutaatioihin, ovat tutkijat voineet
mMtDNA:n avulla selvittéd mahdollisen kanta-éitimme alkuperda. On oletettavaa, etta
aitilinjan kantaéitind on ollut Afrikassa noin 150 000 vuotta sitten eldnyt nainen
(Wallace ym., 1999), jota kutsutaan Mitokondrio-Eevaks (”Mitochondrial Eve’)
(kuvassa 2.5.b merkitty "mtEve’). Periytyvyytensa tdhden mitokondriaalinen DNA on
osaltaan mahdollistanut maternaalisesti periytyvien sairauksien tutkimisen ja sindllaan

avannut uuden kentén genetiikan tutkimuksessa.

2.3.3 Energiantuotanto mitokondrioissa

Mitokondrioita voidaan pitdd solun energialaitoksina, joissa ravintoaineisiin
kemiallisesti sidottu energia muutetaan oksidatiivisen fosforylaation kautta ATP:Ksi.
Mitokondrioissa energia varastoidaan korkeaenergisiin kemiallisiin sidoksiin, yleensa
ATP:hen, joka on solun pé&dasiallinen energianidhde. Mitokondrion oksidatiivinen
fosforylaatio tarjoaa kolme elintérkeda ja toisiinsa yhdistyvéa toimintoaz NADH:n ja
FADH>:n uudelleenhapettuminen, energian tuottaminen ATP:n muodossa sekd ruumiin

lampdtilan sdétely lampda tuottamalla (Wallace, 1994).

Hiilihydraatit ja rasvoista saatavat rasvahapot toimivat ensisijaisesti solujen
energialdhteina. Energiantuotanto hiilihydraateista ja rasvahapoista tapahtuu osittain eri
Hiilihydraatit eli polysakkaridit pilkkoutuvat monosakkarideiksi, jotka muunnetaan
glykolyysiin sopiviks glukoosijohdannaisiksi. Glykolyysissa glukoosi pilkotaan
puryvaetiksi. Rasvoja hajottamalla syntyy rasvahappoja. (Heino & Vuento, 2002, 80—
97.) Puryvaatin ja rasvahappojen muodostus ravintoaineista tapahtuu solulimassa, josta
ne siirtyvéat mitokondrioon. Sitruunahappokierrossa puryvaatti muutetaan hiilidioksiksi
ja vedeksi. Ennen puryvaatin varsinaista sirtymistd sitruunahappokiertoon, se
muutetaan asetyylikoentsyymi-A:ksi mitokondrion matriksissa. Sitruunahappokierron
reaktioissa syntyy NADH:iajavahan ATP:ta
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Mitokondrion matriksissa tapahtuu puryvaatin (palorypaehappo) ja rasvahappojen
hapetus (b-oksidaatio), joita seuraa sitruunahappokierto. Mitokondrion sisékalvolla
tapahtuu oksidatiivinen fosforylaatio, jossa muutetaan sSitruunahappokierrossa
syntyneen NADH:n energia ATP:n muotoon. Toisin sanoen oksidatiivisessa
fosforylaatiossa siirretédn elektronit orgaaniselta yhdisteeltd happimolekyyleille.
Mitokondrioissa tapahtuvasta energiantuotannosta on esitetty yksinkertaistettu kaavio

Courpeaati™>
CATP

Asetyyli-
koentsyymi A

CO, Sitruunahappo-

kuvassa 2.3.3.

ELEKTRONIN SIIRTOKETJU &
OKSIDATIIVINEN ATP
FOSFORYLAATIO

Kuva 2.3.3. Yksinkertaistettu kaavio energiantuotosta mitokondrioissa.

2.3.3.1 Oksidatiivinen fosforylaatio

Itse asiassa oksidatiivisella fosforylaatiolla tarkoitetaan aineenvaihduntareittia, joka
koostuu elektroningiirtoketjusta sekd ATP-synteesistd. Oksidatiivinen fosforylaatio-
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koneisto késittéd viisi aayksikko-entsyymi-kompleksia, jotka ovat jérjestaytyneet
mitokondrion sisdkalvon sisgpuolelle. Kompleksi | (NADH-dehydrogenaasi) siirtéa
elektronit NADH:lta, silla valin kun kompleksi 11 (sukkinaattidehydrogenaasi) keréa
elektronit sukkinaatilta. Molemmat entsyymit sitten kuljettavat saamansa elektronit
koentsyymi Q:lle. Pelkistynyt koentsyymi Q liikkuu mitokondrion sisdkalvossa, kunnes
loytaa kompleksin I11 pelkistéen sen. Elektronit virtaavat kompleksin 111 18pi sytokromi
c:lle, joka liikkuu mitokondrion sis&- ja ulkokalvon vélisessa tilassa ja telakoituu lopulta
kompleksiin 1V (sytokromioksidaasi) pelkistéen sen. Kompleksi 1V katalysoi
elektroningiirron viimeistd vaihetta eli hapen pelkistdmista vedeksi. Energia, joka
vapautuu elektroningiirtoketjussa, kaytetddn protonien pumppaamiseen ulos, |18pi
mitokondriaalisen sisdkalvon. Koska vetyioni on séhkdisesti varattu, samalla syntyy
kalvopotentiaali sisdkalvon yli. Vetyionien pitoisuusero eli elektrokemiallinen gradientti
ja kalvopotentiaali edustavat energiaa. Kalvopotentiaalin vaikutuksesta vetyionit
pyrkiva siirtymaan takaisin matriksiin. Protonit péésevétkin takaisin matriksiin
sisdkalvolla sijaitsevan ATP-syntaasin (kompleksi V) kautta ja télla energialla ATP-
syntaasi pystyy fosforyloimaan ADP:n (adenosiinidifosfaatti) ATP:ksi. Tama
protonimotorinen voima kytkee toisiinsa siis hapen hapetuksen ja ADP:n fosforylaation.
(Heino & Vuento, 2002, 80-97; Walace, 1994.) Kuvasta 2.3.3.1 nadhdaan
elektroninsiirtoketjussa toimivat kompleksit -1V sekd ATP-syntaasi.

Protoninsiirtgjina eli ns. protonipumppuina toimivat elektroninsiirtoketjun entsyymeista
kompleksit I, 111 ja IV (kuva 2.3.3.1). Silla, mihin kohtaan ketjua elektronit syotetdan,
on merkitystd energiantuoton kannalta. Jos NADH on luovuttgja, joka luovuttaa
elektronit kompleksille I, elektronit kulkevat kaikkien kolmen protonipumpun kautta ja
saavat aikaan maksimaalisen vetyionien siirron matriksista ulos ja tdmén seurauksena
maksimaalisen ATP-tuoton. Jos sita vastoin luovuttgga on  sukkinaatti
(sukkinaattidehydrogenaasin FADHj), ETFP ta glyseroli-3-fosfaattihydrogenaasi,
elektronit kulkevat kompleksien IIl ja IV 1&pi, mutta eivéd kompleksin | |8pi, joten
tdloin siirrettyjen protonien mé&rd on pienempi ja samoin tuotetun ATP:n méara
(Heino & Vuento, 2002, 80-97.)
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CI CIlIlI CIII CIv ATP synthetase

IMS

Organic acid

NADH N AD+ oxidation

T_.\/ Succinate Fumarate

Fuel
oxidation

Kuva 2.3.3.1 Elektroninsiirtoketjun kompleksit [-1IV(C I-C 1V) ja ATP-syntaasi
(kompleksi V), [IMS=kalvojen vdlinen tila, matrix=mitokondrion matriksi
(http://herkules.oulu.fi/ishn9514268490/html/c347.html; 26.2.2008)

2.4 Hairiot mitokondriaalisessa DNA:ssa

Mitokondrioita voidaan sanoa semiautonomisiksi soluelimiksi, jotka toimittavat tarkeita
toimintoja solujen metaboliassa ja solukuoleman eli gpoptoosin saételyssi. Apoptoosilla
tarkoitetaan solujen jakautumista sddtelevien geenien ohjaamaa solun ohjelmoitua
kuolemista. Apoptoosi on osa yksilonkehitysta ja normaalia kudosten uudistumista.
Téarkein mitokondrion valittamista toiminnoista on kuitenkin ravintoaineisiin sidotun
kemiallisen energian muuntaminen ATP:ksi oksdatiivisen fosforylaation kautta
Oleelliset osat oksidatiivisesta fosforylaatiokoneistosta koodaa mtDNA, siten haitalliset
virheet mtDNA:ssa voivat johtaa ja olla syy-yhteys erilaisiin sairauksiin (Hofmann ym.,
1997). Harvinaiset mutaatiot seka tuman ettd mitokondrion koodaamissa oksidatiivisen
fosforylaatio-koneiston geeneissa johtavat tautioireyhtymiin, joissa on mukana
neurologisia, muskulaarisia ta metabolisia ilmentymia (Saxena ym., 2006).

23


http://herkules.oulu.fi/isbn9514268490/html/c347.html;

Oksidatiivisen fosforylaation suorituskyvyn on osoitettu heikkenevan idn myota
erindisissd mitoosinjalkeisissa kudoksissa. Oksidatiivisen fosforylaation heikkenemisen
katsotaan olevan yhtéaikaista ik&an liittyvien somaattisten mtDNA:n mutaatioiden seka
piste- ettd hdviamadmutaatioiden kasautumisen kanssa (Wallace, 1994). Somaattisten
mutaatioiden  kasautuminen  helkentéd solun  toimintoja  johtaen  lopulta

mitokondriaalisen |&paisevan siirtyméhuokosen aktivointiin ja solun kuolemaan
apoptoosin kautta (Brandon ym., 2006).

Mutaatiot mtDNA:ssa voivat ollajoko haitallisia (patogeenisid), neutraaleja tai suotuisia
(sopeutuvia). Virheet mitokondriaalisissa toiminnoissa voivat johtaa vakaviin
seuraamuksiin eri organismeissa. Yli 75 ihmissairautta on yhdistetty mitokondriaalisiin
toimintahdiridihin ja monet nédista taudeista ovat tautia aiheuttavien mutaatioiden aikaan
saannoksia mitokondriaalisessa genomissa (Herrnstadt & Howell, 2004). Kaikki ndméa
taudit ovat poikkeuksetta édilta perittyj& Yleisesti mitokondriaalisen DNA:n mutaatiot
aiheuttavat keskushermoston, aistinelimien ja lihaksiston sairauksia. Toisaalta on
olemassa todisteita siitd, etta tietyt yhdistelmé muutoin harmittomina tunnetuista
polymorfioista mitokondriaalisissa sukujuurissa saattavat olla alttiutena moninaisille
sairauksille (Chinnery ym., 2000; Ruiz-Pezini ym., 2000; Wallace ym., 1999). Néista
yhdistelmdpolymorfioista syntyvat vaikutukset ovat todenndkéissmmin syina
aminohappomuutoksille sekvenssin protelingja koodaavissa geeneissa (Moilanen &
Magamaa, 2003). Nain ollen erilaiset virheet mitokondriaalisessa DNA:ssa ovat
osallisina mitokondriaalisissa sairauksissa, joista on olemassa monenlaisia kliinisia

piirteité/oireita.

On olemassa monia esimerkkitapauksia sairauksia aiheuttavista yhden nukleotidin
mutaatioisa MtDNA:ssa Esimerkkind perinnéllinen sairaus nimeltédn MERRF
(myoclonic epilepsy and ragged red fiber disease), joka johtuu mutaatiosta yhdessa
mitokondriaalisen tRNA:n geenissd nukleotidissa 8344 A—G. Mutaation johdosta
elektroninsiirtoketjussaja ATP:n tuotannossa tarvittavien mitokondriaalisten proteiinien
synteesi on heikentynyt. Mutaation aiheuttamana MERRF:i& sairastavat potilaat karsivét
lihasten heikkoudesta tai sydanongelmista ja epilepsiasta tai dementiasta. Kun
mitokondriot toimivat puutteellisesti/virheellisesti, lihas- ja hermokudokset karsivét
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eniten, koska erityisesti ne tarvitsevat suuria maaria ATP:ta toimiakseen optimaalisesti.
Suurin osa MERRF-potilaista on liitetty 8344-muutokseen, mutta muitakin mutaatioita
on havaittu, minkd takia mydés MERRF:n kohdalla on kyse geneettisesti
heterogeenisesta taudista (Alberts ym., 2004; Zeviani & Antozzi, 1997). Toinen paljon
tutkittu, mitokondriaalisen DNA:n mutaatioiden valityksella periytyva tauti on Leberin
perinndllinen nakdhermorappeuma (LHON). LHON on vaikeaan, yleensid pysyvaan
ndkdvammaisuuteen johtava tauti, joka puhkeaa nuorella akuisi@dla LHON on
geneettisesti  heterogeeninen tauti eli useat MtDNA-mutaatiot vaikuttavat sen
puhkeamiseen (Nelson & Cox, 2000; www.mitomap.org, 2008). MtDNA:n mutaatiot

eivdt kuitenkaan taysin selité taudin puhkeamista, silla kaikki primaérimutaatioiden
omaavat henkilot eivét sairastu, joten taudin taustalla on myds todenndkoisesti tuman
geengd. Wallace ym. (1999) ovat tutkimuksissaan havainneet, etta tietyt maanosiin
linkatut mtDNA:n sukujuuret, kuten haploryhma J ovat attiimpia ilmentédméaan LHON:n
kliinisid oireita kuin toiset.

Kuten jo tiedetéan, ihmisen mitokondriaalisella DNA:lla on hyvin korkea
mutaationopeus, joka on véahintddn kymmenenkertainen tuman geenien vastaavaan.
Téaten ainoastaan pienelld osalla mMtDNA:ssa tapahtuvista nukleotidimuutoksista on
seurauksena sairauteen johtava mutaatio (Finnila ym., 1999). Yks téarkedna pidetty
kriteeri patogeenisuudelle on heteroplasmia (Chinnery ym., 1999). Koska mutaatiot
ovat umpimahkéisia, mika tahansa emas, joko koodaava tai ei-koodaava, voi muuttua
mMtDNA:ssa. Tdaten erilaisten mtDNA:n mutaatioiden seuraamukset ja niiden
jakautumiset solujen vélilla voivat erota paljonkin toisistaan. D-loop-aueella tapahtuvat
mutaatiot voivat aiheuttaa hyvinkin vakavia seuraamuksia mitokondriaalisiin
toimintoihin, koska ne saattavat héiritd transkriptiota koko mtDNA:n genomissa
(Navaglia ym., 2006). Somaattisissa kudoksissa ilmenevédt mutaatiot, joita on lukuisia,
vahentdvéat solujen energiatuotantoa, mutta kuolevat yksilon mukana. Somaattiset
mutaatiot liitetddn usein syOpatauteihin.  Mutaatiot, jotka syntyva@ naisen
lisdantymissoluissa eli munasoluissa siirtyvét seuraavalle sukupolvelle, missd mutaatio
voidaan havaita joko uutena mtDNA polymorfiana tai tuhoisana mtDNA sairautena
(Wallace, 1994). Tdallaisten ituradan mtDNA-mutaatioiden on osoitettu esittévan tarkedd

roolia tietyissa sarauksissa kuten jo mainitussa Leberin  perinnollisessa
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nakdhermorappeumassa, aidilta perityssa diabeteksessa ja Leighin syndroomassa, joka
on pyruvaattiaineenvaihdunnan héairiobn perustuva ja kuolemaan johtava
keskushermostotauti (Carew & Huang, 2002).

Jotkut mtDNA:ssa olevista mutaatioista esiintyvat homoplasmisina, milla tarkoitetaan,
ettd jokainen solussa oleva mtDNA sisdltdd saman nukleotidimuutoksen. Kuitenkin
suurin osa sairautta aiheuttavista mutaatioista esiintyy heteroplasmisessa tilassa, jossa
villityypin mtDNA ja mutatoitunut mtDNA esiintyvdt yhdessa mitokondriossa
vaihtelevina osuuksina (Finnila ym., 1999). Kun solu jakautuu, syntyy mahdollisuus,
ettd mutatoituneet MtDNA:t jakautuvat jompaankumpaan tytérsoluun. Té&en ajan
kuluessa mutatoituneen mtDNA:n osuus eri solulinjoissa voi gjautua kohti joko t&ysin
mutatoitunutta tai normaalia MtDNA-pitoisuutta (homoplasmiaa), tét& prosessia
kutsutaan replikatiiviseks segregaatioksi (Wallace ym., 1999). Solun jakautumisessa
tapahtuvasta sattumanvaraisesta mitokondrion ja sen genomin jakautumisesta ja sita
johtuen syntyneesta heteroplasmiasta on seurausta erityinen kynnysvaikutus (" threshold
effect”) mMtDNA-linkatuissa ihmissairauksissa. Tyypillisesti mutaatioiden taytyy
nimittéin saavuttaa tietty prosenttiosuus, tavallisesti korkeampi kuin 60-80 9%,
ilment&8kseen patologisia seurauksia (Lightowlers ym., 1997; Zeviani & Antozz,
1997).

2.4.1 Mitokondriaalinen DNA & vanheneminen

Vanheneminen on kiistatonta ja tiedetdan, etta mitokondrioilla ja etenkin mtDNA:lla on
osansa tassd "ikavassd' prosessissa. Pitkadikdisyys nayttas olevan maternaalisesti
perittya, miké osaltaan tukee mtDNA:n rooliaik&&ntymisprosessissa (Niemi ym., 2003).
Ikéantymisen seurauksena pistemutaatiot ja havidama mtDNA:ssa kasaantuvat
kudostyypista riippuen seka ihmisilla, apinoilla ettd jyrsijoilla On tutkittu, etta
MtDNA:n mutaatiot alheuttaisivat nisdkkdiden ikaantymista sekd ennenaikaisia
ik&antymiseen liittyvien fenotyyppien ilmentymista kuten painonlaskua, ihonalaisen
rasvakudoksen vahenemist, hiusten 1aht6a, koyryselkéisyyttd, osteoporoosia, anemiaa,
alentunutta hedelmallisyytta ja sydamenlagenemaa. (Trifunovic ym., 2004.)

Mitokondrioissa tapahtuva oksidatiivinen fosforylaatio on suurin  vapaiden
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happiradikaalien aiheuttgja, mik& edelleen vahvistaa mitokondrioiden ja mtDNA:n
asemaa vanhenemiseen johtavana tekijand. Polymorfiat mtDNA:ssa saattavat aiheuttaa
hienoisia muutoksia koodattavissa proteiineissa ja siten muutoksia myos oksidatiivisen
fosforylaation sdételyssa seka vapaiden radikaalien tuotossa.

Hapetusreaktioissa ja hengitysketjussa tapahtuu normaalistikin - jonkin  verran
elektronien vuotoa. Elektronit vuotavat mitokondrioiden ulkopuolelle esim. happi- ja
hydroksyyliradikaaleina. Terveelld ihmisella elimistd kykenee antioksidanttien ja
glutationgja sisdltavan entsyymijérjestelman avulla sieppaamaan vapaat radikaalit ja
estdmadn elektronivuodon aiheuttamat vauriot. Elimiston puolustusmekanismien
pettéessa vapaat radikaalit sitoutuvat nopeasti solujen makromolekyyleihin. Lipidiosien
hapettuminen eli hérskiintyminen solukalvoilla ja soluorganelleissa johtavat
soluvaurioihin. My6s DNA:han sitoutuneet happiradikaalit vahingoittavat DNA:ta ja
aiheuttavat geenivirheitd. Vanhenemista edesauttavat erityisesti keskushermoston
soluissa tapahtuvat happiradikaalien aiheuttamat vauriot. Normaalista vanhenemisesta
johtuen my6s mitokondriot vanhenevat ja elektronivuoto lisdantyy samalla, kun
antioksidanttien ja niiden tapaan toimivien entsyymien kyky siepata vapaat radikaalit
huononee, mistéa johtuen soluvaurioiden méard kasvaa. Monien tautien kohdalla on
pystytty todistamaan syy-yhteys vapaisiin radikaaleihin. Keskushermoston ja erityisesti
hermosolujen tai -kudoksen rappeutumisesta johtuvia sairauksia on monia, joista
tunnetuimpia ovat Alzheimerin tauti, Parkinsonin tauti ja monet syOpéataudit. (Saarela,
2000.)

satavuotiaiden ja kontrollien valilla (Niemi ym., 2003). Niemen ym. (2003) tekemassa
tutkimuksessa haploryhmé J, U ja K olivat 90- ja 91-vuotiaiden keskuudessa
yleisimpig, sita vastoin taas haploryhmé H oli keski-ikdisten kontrollipotilaiden seka
pikkulasten kohdalla yleisempi. Haploryhméan J kohdalla on myb6s muun muassa
satavuotiaissa italialaisissa havaittu sama yleisyys kuin Niemenkin tutkimuksessa (De
Benedictis ym., 1999; De Benedictis ym., 2000). Eroavaisuudet mtDNA-haploryhmien
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yleisyyksissd 90-91-vuotiaiden ja kontrollien (keski-ika 40,5 vuotta) valilla viittaavat
siihen, ettd joko lievéasti haitalliset polymorfiat lyhentdvét elinikéd nuoremmalla
ryhmalla tai edulliset polymorfiat pidentévét vanhemman ryhman elinikda. Niemen ym.
(2003) tutkimuksen pohjalta on syytd puoltaa edullisia polymorfioita ja niiden
myo6tévaikuttavaa roolia vanhenemisen prosessissa mitokondrioissa ja mtDNA:ssa.

2.4.2 Mitokondriaalisen DNA:n mutaatiot & syopa

Mitokondriaalisten virheiden on pitkdan epdilty olevan merkittavassa roolissa sybvan
kehittymisessa ja etenemisessa. Jo yli 70 vuotta gtten Otto Warburg oli uranuurtajana
syopétutkimuksissa. Tutkimuksissaan han raportoi mitokondriaalisen hengitysketjun
muutoksista, joiden taustalla olivat sydpasolut ja oletettu mekanismi, jolla selittyy
sybpésolujen kasvu sydvanmuodostusprosessissa. Warburgin tutkimusten virstanpylvas
oli hénen hypoteesinsa siita, ettd pé&dtapahtumana karsinogeneesissa olisi vaurion
kehittyminen hengitysketjun koneistoon, jonka tuloksena korvaavan glykolyyttisen
ATP:n tuotanto kiihtyy. Lopulta pahanlaatuiset solut tyydyttaisivat energian tarpeensa
tuottamalla suuret méardt tarvitsemaansa ATP:td ennemmin glykolyyttisilla
mekanismeilla kuin oksidatiivisen fosforylaation kautta (Carew & Huang, 2002;
Warburg, 1956.) Tapahtumaa Warburg alkoi kutsua ”aerobiseks glykolyysiks”
(Brandon ym., 2006).

Warburgin havainnot saivat monet tutkijat analysoimaan mitokondriaalisia toimintoja
tuumorisoluissa. Tutkimukset paljastivat, etta mitokondrioiden méaré ja oksidatiivisen
fosforylaation aktiivisuus olivat yleisesti vaimennussaadeltyja monissa syovissa, kun
taas lahetti-RNA:n (MRNA) tasot tietyissdi mtDNA:n koodaamissa geeneissa olivat
ylisédnnosteltyja (Brandon ym., 2006).

ATP:n muodostamiseksi normaalisolut kéyttavét oksidatiivista fosforylaatiota, téten
syOpasolujen kayttaytyminen olisi taysin padinvastainen tapahtuma niiden kuluttaessa
suuret médrd glukoosia tyydyttédkseen energiantarpeensa. Erot normaali- ja
syOpasolujen energiametaboliassa muodostavat biokemiallisen perustan sille, miten

sy6van parantamiseksi kehitettaisiin hoitoja, jossa tapettaisiin selektiivisesti syopasolut
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ja sen seurauksena niiden luontainen kompromissina kehitetty hengitystila. (Carew &
Huang, 2002; Hockenbery, 2002.)

Tutkimukset somaattisista MDNA:n mutaatioista ovat nousseet tarkegks nakokulmaksi
syopéatutkimuksessa, koska kyseiset mutaatiot ovat toiminnallisesti tarkeita ja/tai niita
voitaisiin mahdollisesti kayttéd biosensoreina kasvainten havaitsemisissa (Parr ym.,
2006). Mitokondriaalisessa DNA:ssa sattuneet mutaatiot ja lisdantynyt oksidatiivinen
stressi ovat nousseet esiin erilaisissa sydpasoluissa useissa itsenédisissa tutkimuksissa
(Carew & Huang, 2002). Useat mtDNA:n mutaatiot onkin identifioitu monenlaisiin
erityyppisiin ihmisilla esiintyviin syopiin. Kasvaimissa olevat mtDNA:n mutaatiot
voidaan jakaa kahteen padluokkaan: 1) vakavat mutaatiot, jotka rajoittavat
oksidatiivisen fosforylaation toimintaa, lisdavét vapaiden happiradikaalien tuotantoa ja
edistavat tuumorisolujen jakautumista ja 2) lievemmé mutaatiot, jotka sallivat
kasvaimien sopeutumisen uuteen ympdaristoon (Brandon ym., 2006). On diis
mahdollista, ettda mtDNA:n mutaatiot saattavat aiheuttaa toiminnallisia muutoksia
elektronien sirtoketjukompleksin  alayksikkoproteiineissa tavalla, joka johtaa
elektronivirran kahtia jakautumiseen ja lisééntyneeseen reaktiivisten happiradikaalien
tuotantoon. Reaktiivisten happiradikaalien kohtuullisen lisééntymisen on todettu
stimuloivan solun proliferaatiota ja mitokondriaalista biogeneesia. Endogeenisesti
reaktiivisten happiradikaalien lisédntyminen antaa jatkuvia &rsykkeitd solun
proliferaatiolle ja mik& tarkeinté voi aiheuttaa lisdvahinkoja sekd mtDNA:Ile etta tuman
DNA:lle, miké johtaa sydvan kehittymiseen ja geneettiseen epavakaisuuteen (Carew &
Huang, 2002).

L Oydettyjen sy6pada aiheuttavien mutaatioiden on havaittu olevan sekd mtDNA:n ei-
koodaavalla- ettd koodaavalla alueella ja suurin 0sa mutaatioista ilmentyy
homoplasmisina luonnossa (Chatterjee ym, 2006). Kuvassa 2.4.2 voidaan ndhda eri
syopétyyppien linkkautuminen mitokondriaalisen genomin eri  kohtiin  mtDNA:n
mutaatioista johtuen. Runsaana esiintyvia homoplasmisia pistemutaatioita
mitokondriaalisessa DNA:ssa on |0ydetty useista kasvaimista esiintymistiheyksien
vaihdellessa paksusuolisyévan 70 %:sta eturauhassytpatapauksien 15 prosenttiin (Chen
ym., 2003; Nishikawa ym., 2001). Moninkertaiset homoplasmiset mutaatiot mtDNA:ssa

29



vaikuttaisivat olevan yleisia ihmisilla esiintyvissa tuumoreissa. Seitseméasta tal
useammasta mutaatiosta samassa tuumorissa on raportoitu  glioblastoomissa,
munasarjasyovissa, eturauhassyovissa seka niin ikéén maksasolukarsinoomissa (Chen
ym., 2003). Sybvassa homoplasmiset somaattiset mutaatiot tapahtuvat useasti
hypervaihtelevilla alueilla (HVS-1 ja HVS-11) ja nukleotidimuutokset ovat useimmissa
tapauksissa identtisid ituradassa havaittuihin polymorfioihin (Dakubo ym., 2006).
Somaattisa mutaatioita homoplasmisessa tai heteroplasmisessa muodossa esiintyy

syopépotilaiden kaikenlaisissa kudoksissa ja ruumiin nesteissa (Chatterjee ym., 2006).

virtsarakon syopa
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hai masy6pa
munasarjasyopa
kilpirauhassytpa
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Kuva 24.2. Mitokondriaalisessa genomissa havaitut erilaisia sybpia aiheuttavat
mutaatiot sen eri alueilla. (Mukaillen Chatterjee ym. (2006), figure 1.)
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Tiedetd8n myos, etta apoptoosilla on kriittinen rooli sydvan kehittymisessa ja soluissa
sy6paa ehkdaisevien aineiden vasteessa (Chatterjee ym., 2006), tdten mutaatiot ja virheet
mMtDNA:ssa aiheuttaisivat apoptoosin estymista (Mizumachi ym., 2008). Monet tuman
DNA:n koodaamista esiapoptoottisista proteiineista mukaan Iukien sytokromi c,
apoptoosia indusoiva tekija (AlF), endonukleaasi G ja smac/DIABLO ovat normaalisti
mitokondriossa, missd ne toimittavat tunnettuja tai vield tunnistamattomia fysiologisia
toimintoja. Kun ndma apoptoottisen signaalin kulkua edistavét proteiinit vapautuvat
mitokondriosta, k&ynnistyy biokemiallisten tapahtumien sarja, joka johtaa
apoptoottisten signalointi kaskaadien aktivointiin. (Carew & Huang, 2002.) Apoptoosin

sddnnbstely tapahtuu mitokondriaalisen 18pédisevan siirtymahuokosen kautta (Brandon
ym., 2006).

2.4.2.1 mtDNA:n mutaatiot & eturauhassyopa

Eturauhassytvan kohdalla taudin geneettinen karakterisointi on keskittynyt aiemmin
ldhinna tuman genomiin ja sen geeneihin. Harvinaisia substituutiomutaatioita on
raportoitu muutamissa syopageeneissa ja tuumorisuppressorigeeneissa ja ne on usein
yhdistetty eturauhassyévan etenemisen myohdisiin vaheisiin (Chen ym., 2002).
Tiedetédn myds, ettd periytyvina geenien ilmentymisessda maédritellyt kuitenkin
perimasta riippumattomat muutokset edistévéat eturauhasessa pahanlaatuista muutosta ja
eturauhassyovan etenemistd (Xie ym., 2007). Nama geneettisistd muutoksista eroavat
epigeneettiset muutokset tulevat siis esille DNA-sekvenssin muuttumatta ja ne
sédtelevat geenin ekspressiota. Yksi esimerkki nédista epigeneettisista muutoksista on

promoottorialueen hypermetylaatio.

Mitokondrion ainutlaatuisesta genetiikasta johtuen sek& toiminnallisesti térkean
oksidatiivisen fosforylaation ja apoptoottisen kontrolloinnin takia mtDNA on saanut
eturauhassyopétutkimuksessa yha enemmén nykyisin huomiota. Kun tiedetéan, etta
mitokondriaalisesta DNA:sta puuttuvat histonit ja silla on rgoittuneet DNA:n
korjausmekanismit, voivat mutaatiot kasaantua aikojen kuluessa erityyppisiin kudoksiin
kaikkialle elimistdss, mukaan lukien eturauhaseen (Dong, 2006). Eturauhassyévélle

kuten muutamalle muullekin syévélle on ensisijaisesti tunnusomaista apoptoosin
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vastustaminen. Tiedetddn, ettd mitokondrio on avainroolissa apoptoosin toiminnassa,
joten voidaan olettaa, ettd mutaatiot mtDNA:ssa vahingoittavat apoptoosia séédtelevia
toimintoja  Muille syoville, kuten esimerkiksi leukemialle, lymfoomille ja
kivessyovélle, tarkein tunnuspiirre sitd vastoin on liiallinen solujen jakautuminen
(Booker ym., 2006). Viimeaikaisten tutkimusten mukaan on saatu uskottavia tuloksia

gitg, ettda mtDNA:n mutaatioilla on tarkedrooli eturauhassytvan etiologiassa.

2.4.2.1.1 Eturauhassyovassa raportoiduista mtDNA-mutaatioista

Jessie ym. (2001) raportoivat eturauhassyOpétapauksissa erittdin yleisind |6ydetyista
heteroplasmisista deleetioista mutatoituneessa mtDNA:ssa. He havainnoivat, etté
deleetiot lisdéantyivéa ian myo6ta ja siten ne eivdt mahdollisesti olekaan ainoastaan
merkki vanhenemisesta vaan ne olisivat myos syy vanhenemiselle. Tuhoutuneiden
mtDNA-molekyylien aina vaan kasautuessa mitokondriot tuottavat yhd enemman
haitallisia happiradikaal g a ja vahingoittavat solun rakenneosia (Jessie ym., 2001). Dong
(2006) raportoi eturauhassybvassd esintyvista lagoista somaattisista mutaatioista
mMtDNA:n koodaavilla aueilla. Mutaatioita mtDNA:ssa on havaittu myds eturauhasen
epiteelinsisdisissa neoplasiavaurioissa, joiden uskotaan olevan eturauhassyGvan
esiasteita. Kasvaimet usein tuottavat lisdantyneessa méarin vapaita happiradikaalgja ja
mMtDNA:n mutaatiot, jotka inhiboivat oksidatiivista fosforylaatioita voivat lisétéa
vapaiden happiradikaalien tuottoa ja siten edistéd kasvaimen muodostumista (Dong,
2006). Chen ym. (2002) raportoivat &&rimmaisen korkeista sekvensoinnin myota
loytyneista somaattisten mutaatioiden (90 %) esiintymistineyksista D-loop-aueella.
Kun taas Jer6nimo ym. (2001) sekvensoivat tutkimuksissaan D-loop-alueen ja
havaitsivat, etta vaikkakin mitokondriaaliset mutaatiot (identifioitiin 3/16 potilaasta)
ovat véhemman yleisia eturauhassyovassa, niita esiintyy syovan kehityksen varhaisessa
vaiheessa ja ne voidaan erottaa ruumiinnesteistg, virtsasta ja plasmasta, varhaisessa

vaiheessa potilailta, joiltaloytyi mutatoitunutta mtDNA:ta primaarikasvai mista.

Petros ym. (2005) raportoivat tutkimuksissaan havaituista merkittavasti lisdantyneista
toiminnallisesti tarkedn sytokromioksidaasi alayksikkd I:sen (COIl)-mutaatioista 11-12
prosentissa kaikista eturauhassydpatapauksissa. Eturauhassyopéasolujen, jotka sisdlsivét
oksidatiivista fosforylaatiota inhiboivan ja vapaiden happiradikaalien tuotantoa
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kasvattavan mtDNA-mutaation, kayttdonotto lisési COI-mutaatioiden in vivo-kasvua
Jos eturauhassyOpd on tavallisin kliininen seuraamus COI-mutaatiosta, voi edella
mainitut  COIl-mutaatioldydokset eturauhassydvassa selittéa niiden  yleisyyden
tavallisessa véestdssa. Eturauhassydpaan kuolee 18hinna keski-ikéiset tai vanhemmat
miehet, mutta mtDNA on yksinomaan &idilta perittyd. Nan ollen voidaan olettaa, etta
tuhoisilla COIl-mutaetioilla, jotka aiheuttavat eturauhassydvan, olisi ainoastaan
minimaalinen vaikutus mutatoituneen MmtDNA:n geneettiselle kelpoisuudelle (Petros
ym., 2005). Petroksen ym. (2005) tekemasta tutkimuksesta kay ilmi, ettd havaittu
ituradan mtDNA:n COIl-mutaatio voidaan yhdistda eturauhassyovélle atistavaksi
tekijaks, tdten mMtDNA:n mutatoitunut COIl-geeni on yksi eturauhassyovan
sybpégeeneistd. Myods Gallardo ym. (2006) raportoivat COI-geenialueella havaitusta
mutaatiosta G6267A, joka on joko seurausta kasvaimen kehittymisesta tai se on
altistava tekijd, joka johtaa kasvaimen kehittymiseen. Mutaation G6267A 16ytyminen
syOpdpotilaiden normaali kudoksesta antaa ymmaértds, etta kyseessa olis ituradan
valittama mutaatio ja téten silla olisi altistava rooli kasvaimen kehittymisessa (Gallardo
ym., 2006).

GoOmez-Zaera ym. (2006) analysoivat tutkimuksissaan mtDNA-sekvenssin muutoksista,
héaviamigta ja uudelleenjérjestéytymistd, eturauhasnaytteisté potilailta, joilla oli todettu
eturauhassyopa. Vakka he eivét l0yténeet poikkeavuuksia mtDNA:n méardssa tai
pituudessa, he identifioivat 94 sekvenssimuutosta tutkituista ndytteistd. Monet niista
olivat homoplasmisia. Tutkimuksissaan he 16ysivad mtDNA:sta kahdeksan somaattista
muutogta viideltad potilaalta seitseméastdtoista analysoidusta, joten tulos osoittaa, etta
analysoiduilla eturauhassydpapotilailla esiintyy tietty maard mtDNA:n muutoksia
Samassa tutkimuksessa Goémez-Zaera ym. (2006) tutkivat eturauhassydpapotilaiden
rakkularauhasia, jotka paljastivat kantavansa samaa mtDNA-sekvenssin muutosta kuin
eturauhanenkin. Tama saattaa viitata siihen, ettd ndiden muutosten patogeeninen rooli
olisi vahgpéatoinen. Toisadta ne voivat myds osallistua patogeenisen prosessin aikaisiin
vaiheisiin kombinaatiossa muiden eturauhasessa, mutta e rakkularauhasessa, olevien

tekijoiden kanssa (Gomez-Zaera ym., 2006).
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2.5 Mitokondriaaliset haploryhmét

Ihmisten mitokondriaalisen genomin vaihteluita kaytetdan nykyisin rutiininomaisesti
ihmisten maternaalisten sukujuurien tutkimiseen ja pééttelemiseen. Menetelmanad
kéytetaan erityisesti RFLP- (restriction fragment lenght polymorphism) tutkimuksia
mMtDNA:n koodaavilla alueilla ja sekvensointia kontrollialueen (ei-koodaavan alueen)
eri osissa (Macaulay ym., 1999). Useimmat fylogeneettiset analyysit perustuvat
mMtDNA:n kontrollialueen ensimméisen hypervaihtelevan segmentin (HVSH)
sekvenssivaihteluihin (Richards ym., 1998; Macaulay ym., 1999). Mitokondriaaliset
haploryhmét onkin siten luokiteltu mitokondriaalisessa DNA:ssa olevien tunnettujen
polymorfioiden avulla. Kuvasta 2.5.a. ndhddéan eri haploryhmien levittdytymista

maailmalla.

Human mtDNA Migrations

http:/iwww.mitomap.org/mitomap/WorldMigrations.pdf
Copyright 2002 @ Mitomap.org

130,000-
170,000

Kuva 25.a  Mitokondriaalissen haploryhmien levittaytyminen maapallolla
(http://www.mitomap.org/WorldMigrations.pdf; 1.6.2007)

Tuman DNA:n mutaationopeuteen verrattuna mtDNA:n vastaava on 10- 20 kertaa
nopeampaa. Taman seurauksena mitkad tahansa kakss mtDNA:ta voi erota toisistaan
10- 66 nukleotidin verran (Finnila ym., 2000). Keskimaérin kahden eri ihmisen
MtDNA:t eroavat toisistaan 25 emasparin verran (Chinnery ym., 1999). Korkean


http://www.mitomap.org/WorldMigrations.pdf;

mutaatioasteen tuloksena ihmispopulaatio on yleisesti jaettu vaestospesifisiin mtDNA-
polymorfioihin. Koska mtDNA periytyy ainoastaan &idin kautta, mutaatiot ovat
kasautuneet jarjestelmallisesti levittéen maternaalisia sukujuuria. Taten mMtDNA:n
polymorfioiden mukaan ihmispopulaatio voidaan jakaa maantieteellisesti eri aueille.
Haploryhmien yleisyys vaihtelee erilaisten etnisten ryhmien valilla (Niemi ym., 2003).
Eurooppalainen véaesto jakautuu ldhes yksinomaan yhdeksaan eri haploryhméan, joita
ovat: H, I, J K, T, U, V, W ja X. Kun sitd vastoin haploryhmét A, B, C, D jaE ovat
ominaisia aasialaisille ja haploryhmét L1, L2 ja L3 ovat ominaisia Afrikan vaestolle
(Wallace ym., 1999). Kaikki haploryhmé on luokiteltu myds suuremmiksi
kokonaisuuksiksi, haploklustereiksi. Eurooppalaisesta vaestosta 10ydetyt haploryhmét
voidaan sisdllyttaa neljdan haploklusteriin: HV, UK, TJjaWIX (N) (Finnilaym., 2001).
Macaulay & Richardsin fylogeneettisen puun avulla (kuvassa 2.5.b) voidaan méarittéa

ihmisten mtDNA:ssa olevista polymorfioista tunnetut haploryhmét.

2.5.1 Eurooppalaisten haploryhmien identifiointi

Kayttamalla korkean erotuskyvyn RFLP-tutkimuksia Torroni ym. (1994) mééarittivat
nelja klusteria (H, I, J ja K) pohjoisamerikkalaisten kesken, joilla oli eurooppalaiset
esvanhemmat. Taa myohemmin Richards ym. (1996) tekivat kontrollialueen
ensimmaisesta hypervaihtelevasta segmentista (HVS-1) fylogeneettisen verkoston ja
identifioivat kuusi suurinta mtDNA-klusteria eurooppalaisten valilla Mydhemmin
Torroni ym. (1996) kayttivdt hyvakseen kontrollialueen polymorfioita kahteen
skandinaaviseen vaestoon ja identifioivat viis taydentdvaa klusteria (T, U, V, W ja X).
Nain kaikki méadritellyt yhdeksan klusteria kdytannollisesti katsoen yhdessa kattavat
kaikki tutkitut eurooppalaiset mtDNA:t (kuvassa 2.5.b merkitty vaalean harmailla
ympyr6illa "West Eurasia’). Myohemmissd tutkimuksissaan Richards ym. (2000)
edittivat olettamuksen, etta Lahi-itd adueena olis alkuperdna suurimmassa osassa

Euroopassa esiintyvissi geneettisissi variaatioissa.
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2.5.2 Mitokondriaaliset haploryhmét Suomessa

Mitokondriaalisen DNA:n sekvenssivaihtelut suomalaisessa vaestdssé osoittaa korkeaa
homogeenisyytta (Finnila ym., 2001). Niemen ym. (2003) tekemassa tutkimuksessa,
suomalaisessa vaestossa, maaritettiin haploryhmét aikuisille kontrollihenkil6ille, jotka
oli kerétty Tampereen alueelta. Yleissmmét Suomessa havaitut haploryhmét olivat: H
(51 %), U (20,5 %), J (6,3 %), K (6,0 %), T (5,5 %) jaV (4 %) (Niemi ym., 2003).
Huomioitavaa on se, ettd muualla Euroopassa haploryhmaa U tavataan noin seitsemassé
prosentissa vaest6d, mutta Suomessa se siis nayttaisi esiintyvan moninkertaisena (20,5
%) (Finnilda ym., 2000; Meinila ym., 2001). Muiden kuin haploryhméa U:n kohdalla
Suomessa nayttdisi haploryhmien yleisyys noudattavan muissa Euroopan véesttissa
havaittua kuviota ja selvd lansieuraasialainen malli polymorfioiden suhteen on
havaittavissa. Kuitenkin silti  Suomenkin kokoisessa maassa voidaan havaita

maantieteellisia eroja mMtDNA haploryhmien yleisyyksissa (Meinila ym., 2001).

37



3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittéa

1) Loytyykd suomalaisilta eturauhassyOpda sairastavilta miehilta yhteista,
mitokondriaalista tekijag, joka altistaa eturauhassyvalle, kun ndytteina on seka
perhetaustaisia ettéd satunnaisesti eturauhassytpaan sairastuneita miehia. Toisin
sanoen tutkittiin voidaanko suomalaisten syOpénaytteiden perusteella [6ytda
jokin tietty mitokondriaalinen haploryhma riskitekijaks eturauhassydvélle kuten
aiempi yhdysvaltalainen tutkimus (Booker ym., 2006) on ehdottanut.

2) Onko perinnéllisesti ja satunnaisesti eturauhassyOpaén sairastuneiden miesten
kesken merkittévia eroja haploryhmien valilla

3) Loytda  suomalaisista  eturauhassyOpanaytteista ~ mahdollisia  muita
mutaatioita/polymorfioita mitokondriaalisen DNA:n sekvensoinnin myo6téa.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Néytteet

Aineistona kaytettiin suomalaisten eturauhassyopéperheiden naytteitd (n=164), joiden
valintakriteerikss on méadaritelty, ettd perheessd on oltava véhintdan kaksi
eturauhassyOpéén sairastunutta ensmmaisen tai toisen asteen sukulaista. Keskiarvo
perheissd olevista sairastuneista oli 2.8 (vaihteluvali 2-7) ja keski-ika sairauden
diagnosoinnissa oli 63 vuotta (vaihteluvali 43-86). Jokaisesta perheesta nayte on otettu
nuorimmalta saatavilla olevalta sairastuneelta. Aineistona kaytettiin myos naytteita
satunnaisesti valituilta miehiltd, joilla on diagnosoitu eturauhassyopd vuoden 1995
jalkeen Tampereen yliopistollisessa sairaalassa (n=93). Seka eturauhassydpaperheiden
ettd satunnaisesti valittujen miesten kohdalla naytteina kaytetty genominen DNA on
eristetty veren lymfosyyteista kayttden Puregene kittia (Gentra Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA) noudattamalla valmistajan ohjeita. Kontrollindytteina toimivat
Suomen Punaisen Ristin anonyymit verenluovuttajat, joita verrattiin eturauhassyopaa
sairastavien naytteisiin. Kontrollindytteiden kohdalla el tarvinnut tassa tyossa tehda
genomisen DNA:n eigystd ek& sekvensointia, koska tutkimuksessa kaytettiin
alemmassa tutkimuksessa (Minkkinen, 2006) olleita kontrollinaytteita seka niista

saatuja haploryhmaanalyysin tuloksia.

Tyon edetessd 10ytyneen muutoskohdan vuoks 400 kontrollindytteen sekvensointi
|6ydetyn muutoskohdan osalta tehtiin tassa tyossd, koska Minkkisen (2006) tydssa
kaytettiin  yhden nukleotidin polymorfia muutos (SNP) -testid, joten kyseistd
nukleotidipaikkaa 7996 ei ollut aiemmin erikseen sekvensoitu. Sekvensointi tehtiin
alukeparillamt 7981 & mt 8305 (taulukko 4.2).

Tassa tutkimuksessa kaytetyt eturauhassyOpandytteet ovat luonnollisesti ainoastaan

miehiltd otettuja ndytteitd, kun sitd vastoin kontrollindytteet voivat olla sekd miehilta

etta naisilta saatuja verindytteita.
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4.2 Mitokondriaalisen DNA:n monistaminen

Sekvensointia varten veren lymfosyyteista eristettya DNA:ta on monistettava PCR:n
(polymerase chain reaction) avulla PCR menetelmand perustuu lampotilavaihteluita
kestavédn DNA-polymeraasiin, jolla pystytédn eksponentiaalisesti monistamaan
DNA:ta alukeparien rajaamalta alueelta Monistuksessa kéytetyt alukeparit on
suunniteltu siten (Minkkinen, 2006), ettd alukkeet rajaavat tietyn kokoisen (eméspari,
bp) jakson mitokondriaalista DNA:ta, jolloin monistuva alue el sisélla muuta kuin
mitokondriaalista DNA:ta. Taulukkoon 4.2 on merkitty tutkimuksessa kaytetyt
alukeparit, alukkeiden kiinnittymislampoétilat (T,) seka monistettavien PCR-tuotteiden
oikeat koot. Reaktioissa ndytteind kaytettiin kuivattuja DNA-templaatteja, joita oli
100ng/néyte. Reaktiot tehtiin 49 mi:n tilavuuksissa, 96-kuoppalevyilla Reaktioihin tuli
3 m magnesiumkloridia (MgClz), 1 m 10 mM dNTP-seosta (Fermentas), 3 ni
kumpaakin alukeparin 10 mM aluketta (Proligo), 0,3 mMl AmpliTagq Gold- entsyymia
(Applied Biosystems) sekd 5 nml 10-kertaista PCR-puskuria, joka téydentaa entsyymin
toiminnan. Reaktioissa kaytetty ohjelma on alukkeiden kiinnittymisldmpdtilojen (T2)
vaihdellessa noudattanut tiettyd kaavaa: alkudenaturointi 94 °C, 4 minuuttia, jonka
jalkeen 30 syklia siten, etta denaturointi tapahtuu 94 °C:ssa, 1 minuutti, alukkeiden
kiinnittymislampotilana on  kaytetty kullekin  alukeparille taulukossa merkittya
lampdtilaa T, (°C), 1 minuutti ja pidennyslampdtilana 72 °C, 2 minuuttia, jonka jalkeen
lopullinen kiinnittyminen kayttden tiettya Kiinnittymislampétilaa, 1 minuutti seka
lopullinen elongaatio 72 °C:ssa, 10 minuuttia. PCR:ll& monistettujen tuotteiden
oikedllisuus eli koko (bp) tarkastettiin geelielektroforeesilla. Elektroforeesissa kaytettiin
agaroosigeelid, joka gettiin TBE-puskurissa ja DNA:n detektoimisessa toimi

etidiumbromidi, joka liséttiin suoraan geeliin.

Kaikilla taulukossa 4.2 merkityilla aukepareilla on sekvensoitu ainoastaan
perhetaustaisista eturauhassyopénaytteista 95 naytetta. Alukeparit mt 1627 & mt 1788,
mt 9914 & mt 10557 ja mt 13309 & mt 13943 eivét sisdlla yhtdan haploryhmia
médrittavistd polymorfiapaikoista, joten gjan sdastamiseksi niilla e sekvensoitu 69
perhetaustaista  eturauhassyOpandytettd eka satunnaisesti sairastuneista 93
eturauhassyopénaytetta.
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Taulukko 4.2. PCR-monistuksessa kaytetyt alukkeet, T.-lampétilat ja PCR-tuotteiden
koot (Minkkinen, 2006).

mtDNA:n
haploryhmia
madrittavia Alukkeet Ta | PCR-
polymorfia- (°C)| tuotteen
mar kkereita koko(bp)
Mt 1627 (5-CCAACTTACACTTAGGAGATTTC-3) | 57 162
Mt 1788 (5-GCGGTACTATATCTATTGGCGC-3)
4580 GIn (5-GAATCGAACCCATCCCTGAG-3) 57 685
Mt 5025 (5-GGGTAATTGAGGAGTATGCTAAG-3)
7028 Mt 6912 (5-GCAGTGCTCTGAGCCCTAGG-3) 60 222
Mt 7133 (5-GGCGTAGGTTTGGTCTAGGG-3)
Mt 7981 (5-CCTGCGACTCCTTGAAGTTG-3) 55 325
Mt 8305 (5-GCTTTACAGTGGGCTCTAGAGG-3)
Mt 9914 (5-GCCGCCGCCTGATACTGGCAT-3) 57 643
Mt 10557 (5'-GGGAGGATATGAGGTGTGAGCG-3)
10873 Mt 10708 (5-CAATCTCCAACACATATGGCCTA-3) | 53 266
Mt 10973 (5-GTCAGGTAGTTAGTATTAGGA-3)
11719 Mt 11618 (5-GCATACTCTTCAATCAGCCACAT-3) | 53 566
His(12183) (5-CTGTTGTCAGATTCACAATCTG-3)
12308 FR 51 (5-ACTTCTAGCAAGCCTCGCTAACCTC-3) | 57 718
FR 44 (5-TTTGGGTTGTGGCTCAGTGTCAGT-3)
12705 Mt 12459 (5-ATCCACCTTTATTATCAGTCTC-3) 53 331
Mt 12789 (5-GGATATAATTCCTACGCCCTC-3)
Mt 13309 (5-GCATTCCTGCACATCTGTACCC-3) 55 635
Mt 13943 (5'-GTGCGGTGTGTGATGCTAGG-3")
14766 Mt 14678 (5-CTCGCACGGACTACAACCACGAC-3)| 53 273
Mt 14950 (5'-GTGGGCGATTGATGAAAAG-3)
Mt 15976 (5'-TCCACCATTAGCACCCAAAG-3) 55 754
D-loop alue | OK-2L (5-
(useita |[TAAATAATAGGATGAGGCAGGAATCAAAGACA-
markKkereita) |3)

4.3 PCR-tuotteiden puhdistus

Sekvensointia varten monistetut PCR-tuotteet puhdistettiin 96-kuoppaisilla Acro Prep
Filter-levyilla (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA) kéyttéen Perfect Vac
Manifold- vakuumilaitteistoa. Vakuumilaitteiston kayttd perustuu alipaineeseen.
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Alipaineessa kuopassa oleva ultrafiltraatiomembraani poistaa PCR-tuotteesta
oligonukleotidit seka vapaat nukleotidit j&ttéaen puhdistettavan tuotteen kalvolle, josta se
voidaan eluoida veteen. Eluutio tehtiin 20- 23ul:aan H,O:ta. Puhdistetut néytteet
séilytettiin pakkasessa -20 °C:ssa.

4.4 Sekvensointi-PCR

Sekvensointi-PCR:84 varten taytyi kustakin DNA-naytteestd tehda kaksi erillista
reaktioseosta vastakkaisilla alukkeilla eli toinen sekvenssin lukusuunnassa ja toinen
téhéan ndhden kaanteisessa suunnassa. Vastakkaisina alukkeina kaytetéan kussakin
ndytteessa niitd alukkeita, joilla ndyte oli alun perin PCR:I1& monistettu. Kayttamalla
vastakkaisia alukkeita voidaan huomattavasti vahentdd PCR:gt& ta tulosten
virheellisesta tulkinnasta johtuvien sekvenssivirheiden mahdollisuutta. Sekvensointi-
PCR:ss& kéaytettiin Big Dye terminaattori- menetelméd (Applied Biosystems).
Sekvensointi-PCR tehtiin jéilla 96-kuoppalevyilla ja reaktioseoksen tilavuus oli 10ul.
Puhdistetun PCR-tuotteen maarda vaihdeltiin 2 ja 4 m:n vdlilla paremman sekvenssin
saamiseksi. Reaktion suunnasta riippuen tiettya al uketta, jonka pitoisuus oli 0,8 puM, tuli
reaktioseokseen 2 m:aa, reaktioon tuli myos 3 m:aa 2,5-kertaista sekvensointipuskuria
jal m Big Dye terminaattori- entsyymia Reaktio gjettiin PCR-koneessa ohjelmalla: 27
syklia 30 sekuntia 96 °C, 20 sekuntia 50 °C ja 4 minuuttia 60 °C seka lopuks yhden
minuutin jadhdytys, 11 °C.

4.5 Sekvensointireaktioiden puhdistus etanolisaostuksella

Sekvensointireaktiot, jotka olivat 96-kuoppalevyilld, puhdistettiin etanolisaostuksella ei-
kiinnittyneistd komponenteista ennen niiden varsinaista sekvensointia. Saostuksessa
kaytettiin 3M natriumasetaattia ja absoluuttista etanolia suhteessa 1:25, jolloin yhden
ndytteen kokonaistilavuus 26 m:aa. Natriumasetaatti- absoluuttinen etanoli -lisdyksen
jalkeen naytteita inkuboitiin 10 minuuttia huoneenldmmadssé. Inkuboinnin jalkeen 96-
kuoppalevyja sentrifugoitiin 3500 rpm:ll& 30 minuuttia, jonka j@lkeen supernatantti
poistettiin imeyttamalla se paperiin, jota tehostettiin sentrifugoimalla 96-kuoppalevya

42



ylosalaisin 2000 rpm:ll&a 1 minuutti. Lopuks 96-kuoppalevyilla olevat néytteet pestiin
70 % -etanolilla, jota lisattiin kuoppiin 100 m:aa ja sentrifugoitiin 3500 rpm:lla 10
minuuttia. Sentrifugoinnin jalkeen etanoli poistettiin naytteista. Ja jotta etanoli saatiin
mahdollisimman tarkasti pois, sentrifugoitiin 96-kuoppalevy ylosalaisin paperin pdalla
2000 rpm:lla 1 minuutti. Taman jalkeen kuivattuja néytteitd voitiin sailyttda -20°C
ennen sekvensointia. Jos sekvensointi tehtiin heti, kukin ndyte suspensoitiin 12 m:aan
HiDi formamidia, jonka jakeen denaturointi 95°C:ssa 3 minuuttia. Itse sekvensointi
tehtiin ABI Prism 3100 DNA-analysaattorilla.

4.6 Sekvensointidatan analysointi

Sekvensointitulokset analysoitiin Sequencher 4.6-ohjelmalla. Sequencher 4.6-ohjelma
vaati jonkin verran manuaalista tyota sekvenssien kohdalla, mm. huonon sekvenssin
karsimista pois naytteen alku- ja loppupéistéa seka nukleotidien tarkistusta. Manuaalisen
tarkistuksen jalkeen nédytesekvenssit olivat helpommin tulkittavissa ja tietylla
alukeparilla sekvensoiduista naytepareista voitiin tehda paéllekkadiset sekvenssit
(contiqit) kayttden lukusuuntaista ja sita vastaan olevaa sekvenssid. Naytteissa havaitut
mutaatiot/polymorfiat tarkastettiin manuaalisesti sekvenssien elektroferogrammeista.

4.7 Analysointia sekvensointitulosten pohjalta

Haploryhméméaérityksissa kaytettiin Macaulay & Richardsin fylogeneettisen puun
(haploryhmépuu), joka pohjautuu ihmisen mtDNA-sekvenssiin, polymorfismeja (kuva
25.b). Puussa tiettya haaraa seuraten saatiin kukin nayte mééritettya tiettyyn
haploryhméan. Macaulay & Richardsin haploryhmdapuussa eri haploryhmét on merkitty
ympyroiden sisdlle isoilla kirjaimilla. Cambridgen viitesekvenssi (Cambridge reference
sequence, CRS) (Andrews ym., 1999) on puussa sijoitettu haploryhméan H. Jotta ndyte
siis voitiin merkitd kuuluvaksi haploryhm&n H, oli sen seurattava Cambridgen
viitesekvenssia kyseisen haaran joka pisteessd. Muussa tapauksessa nayte kuului

johonkin  muuhun kuin H-haploryhmadén ja tdloin uusi haploryhma méaritettiin
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ndytteessd  havaittujen polymorfioiden mukaan Macaulay &  Richardsin

haploryhmapuun muita markkereita apuna kayttaen.

Macaulay & Richardsin haploryhmédpuussa (kuva 2.5.b) alleviivattuja markkereita
hypervaihtelevilla alueilla kaytettiin niiden toistuvien mutaatioiden ja mahdollisten
takaisinmutaatioiden vuoksi vain niissd tapauksissa, kun muita markkereita ei ollut
mahdollista kdyttéd. Puussa on my06s yksi alleviivaamaton markkeri, jota ei mydskéin
kaytetty sen korkean vaihtelevuuden vuoksi, nukleotidijarjestyksessa kohdalla 73. Téten
madriteltéessa nayte HV-haploklusteriin kaytettiin siis vain markkeria 11719.

Osalle  néytteistd  saatiin madritettyd  ainoastaan  haploklusteri,  koska
haploryhmamaarityksessi néytetta e saatu enda linkattua mihinkdan haploryhmaan.
Talaiset naytteet merkittiin kuuluvaksi  *-ryhmaén, esim. haploklusterissa UK
perhetaustaisten sydpanéytteiden osalta nelja naytettd jai ilman haploryhmamerkintaa,
jolloin niitéd merkattiin UK*-merkinnall& (taulukko 5.2). Kaikille naytteille el saatu edes
médritettya  haploklusteria, tdloin  ndma nadytteet merkattiin kuuluvaksi
"luokittelemattomiin®  néytteisiin.  Naytesarjaan kuului myds naytteita, joiden
haploryhma e kuulunut yleisimpiin Euroopassa havaittuihin haploryhmiin. Nama

ndytteet méariteltiin kuuluvaksi ryhméaan ” muut”.

4.7.1 Haploklusterimaaritys

Naytteille méaritettiin ensin haploklusterit Macaulay & Richardsin haploryhmgpuun
markkereiden avulla. UK-haploklusterin markkerina toimi A12308G, TJklusterin
markkeri oli T16126C, HV-klusteriin kaytettiin markkeria 11719G, C12705T oli
markkerina N-haploklusterille ja naytteille, jotka luokiteltiin kuuluviksi haploryhméan
"muut” markkerina toimi 10873C. Kuvassa 4.7.1 on kuvattu yks tapa méaritella
ndytteen haploklusteri merkittyja polymorfioita hyvaksi kayttéen. Jos ndyte johtaa
kohtaan EI- jokin tietty klusteri, jatketaan johonkin toiseen Klusteriin niin kauan kunnes
naytteelle [6ytyy médriteltava haploklusteri. Kuvasta 4.7.1 myds nahdaan ettg jos TJ

haploklusterissa néytteen yhdistaminen ei onnistu kumpaankaan haploryhmé&an T tai J,



ndyte johtaa ryhmé&dn TJ*. Samalla periaatteella myos muissa klustereissa on syntynyt

*-merkittyja naytteita

Tm

1oi;73 16069
Ntai muut  EI-N EI-TJ - j
C

Kuva4.7.1. Diagrammi haploklustereiden méarittamiseen.

4.7.2 Haploryhmamaaritys

Haploryhmaméaarityksessa jatkettiin siitd mihin haploklusteriméarityksessa j&tiin, eli
kunkin naytteen kohdalla kaytettiin hyvéks edelld saatuja tietoja haploklusterista ja
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jatkettiin  haploryhméamaééritystd sen klusterin osalta, johon nédyte oli jo linkattu.
Haploklusterit jakautuivat seuraaviin haploryhmiin U (U1-U6) ja K (UK-haploklusteri),
T ja J (TJhaploklusteri), H ja V (HV-haploklusteri), W, | ja X (N-haploklusteri),
"muut” sekd ”luokittelemattomat”. Tassa tutkimuksessa U1-U6-haploryhmiin linkatut
naytteet liitettiin yhdeksi U-haploryhmaksi.

Haploklusterin HV kohdalla mahdollisia haploryhmi& oli enemman kuin H ja V-
ryhmét, néiden liséksi siis myos ryhmé pre*HV, HV* ja pre*V. Haploryhman H
diagnosoinnissa kaytettiin markkeria 7028T ja haploryhméan V kohdalla markkeria
4580A. Markkeri 11719G toimi myds markkerina ryhmélle prexHV kuten se toimi
koko HV-haploklusterin diagnosoinnissa. Naytteet, joilla oli molemmat polymorfiat
11719G ja 14766C, mutta e haaran muita merkittyja polymorfioita, kuuluivat ryhmaan
HV*. Jos naytteesta |6ytyi kaikki seuraavat polymorfiat: 11719G, 14766C ja T16298C,
mutta ei 4580A, merkittiin ndyte kuuluvaksi ryhmaan pre*V. Haploklustereiden UK, TJ
jaN kohdilla toimittiin samoin Macaulay & Richardsin haploryhmapuuhun merkittyjen
polymorfioiden kohdalla ja saatiin sita kautta nayttellle mééritettyd kyseisten

haploklustereiden osalta omat haploryhmét.

Sekvensointia tehtdessa torméttiin yhteen ongelmaan nukleotidikohdassa 16189, joka
djaitsee D-loop-alueella, jossa tiedetédn olevan myOs suurin osa haploryhmia
médrittavistd polymorfigpaikoista. Kyseinen nukleotidikohdassa 16189 oleva
emasmuutos T—C oli yksi haploryhmia méarittavistd polymorfioista. D-loop-aluetta
sekvensoitiin normaalisti alukeparilla mt15976 ja OK-2L, mutta polymorfiaa méarittava
T16189 gjaits nelja C:td ja viisi C:ta olevien C-toistojaksojen vélissa, jolloin muutos
T16189C olisi saanut aikaan kymmenen C:n mittaisen toistojakson. Tala alueella
tyypillisesti havaittiin heteroplasmiaa, jolloin C-toistojen méaré vaihtelisi 8 ja 12 vélilla
Taman C-toistojakson seurauksena olevan heteroplasmian vuoks sekvenssia olisi
mahdoton lukea sen loppuosan suhteen. Taman ongelman ratkaisemiseks ja tayden
sekvenssin saamiseksi niissd ndytteissa, joissa havaittiin emasmuutos T16189C, otettiin
kayttoon D-loop-alueelle kolmas aluke mt 16504 (5-
CCAGATGTCGGATACAGTTCAC-3), jolla sekvensoitiin puuttuva osa 16189

nukleotidiparin kohdalta kdanteiseen suuntaan (Minkkinen, 2006).
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4.8 Tilastolliset analyysit

Lopullinen tulosten analysointi tehtiin tilastollisia merkitsevyyksia mittaavia kaavoja
kayttéen. Kaavojen avulla laskettiin naytteille méritellyille haploklustereille ja
haploryhmille Z- ja P-arvot seka ristitulosuhteet eli odds ratio-arvot (OR:t). Z-arvot
laskettiin olettaen kuvag an noudattavan normaalijakaumaa nollasta yhteen kaavalla:

Z= Pr- P2 ~N(01), p-=Prme:
f5) n+m

a1
\/p* (100- p*)g-+— =+
en mg

jossa pi1- ja p,- arvot ovat tiettyjen naytteiden prosenttiosuudet seké n- ja m- arvot ovat

ndytteiden kokonaisméérét tietyssa ndyteryhmassa.

Rigtitulosuhteet eli OR-arvot laskettiin kaavalla:

(2" d)

(" b)

Esimerkkina perheittain periytyvat syOpandytteet vs. kontrollindytteet haploklusterille
HV:

OR=

«

oo |o [

perhendytteet |kontrollit
HV 68 212
El-HV 96 188

OR = (68x188)+(96x212) » 0,6281.

Niille OR-arvoille, joista tuli tulokseksi edella lasketulla kaavalla nolla, laskettiin
uudelleen lisddmalla arvoihin 0,5. Néaita tapauksia olivat sellaiset haploryhmét, joissa ei
saatu yhdistettya lainkaan kyseiseen ryhmaan kuuluvia naytteita. Téllaisia tapauksia oli

muun muassa HV-klusteriin kuuluvissa ryhmissé kuten pre*HV tai HV*.
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Esimerkkina perheittain periytyvat syOpandytteet vs. kontrollindytteet haploklusterille
pre*HV:

perhendytteet |kontrollit
pre* HV 1 0
El-pre*HV 163 400

Lisét&an arvoihin 0,5, jolloin saadaan:

perhenaytteet |kontrollit
pre* HV 15 0,5
El-pre* HV 163,5 400,5

OR = (1,5%400,5)+(163,5%0,5) » 7,3486.
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5 TULOKSET

5.1 Haploklusterianalyys

Haploklusterimaarityksessa kaytettyjen 257 sydpapotilaan yleisin haploklusteri oli HV
sen ollessa yleisin myds 400 potilasta késittaneen kontrolliryhman kohdalla (kuva
5.1.a), prosenttien jakautuessa 43,2 % ja 53,0 %. Haploklusteri HV oli kuitenkin
selvésti yleisempi kontrollirynmalla (53,0 %). Haploklusteri HV:n yleisyys selittynee
sillg, ettd tavallisesti haploryhmé@ H on yleisin eurooppalaisessa véestossa téten myos
suomalaisilla. Muiden haploklusterien (TJ, UK, N ja "luokittelemattomat”) paitsi
ryhman "muut” kohdalla tilanne oli toisinpéin eli ne olivat yleisempia sytpéapotilailla
Merkittéavin ero syOp& ja kontrollindytteiden kohdalla saatiin, jo kasitellyn
haploklusteri HV:n lisdksi, haploklusteriin UK, joka on selvasti (32,3 % vs. 28,75 %)
muita haploklustereita yleisempi syOpdpotilailla kuin kontrolliryhmalla  UK-
haploklusterin suuret ndytemaérét kokonaismaariin verrattuna molemmissa ryhmissa on
tavallista suomalaisissa naytteissd, koska haploryhma U:n tiedetédén olevan Suomessa

moninkertaisesti yleisempi kuin muualla Euroopassa.

Y hdistamalla perhetaustaiset ja satunnaisesti valitut eturauhassyopédpotilaiden néytteet
kuten kuvassa 5.1.a saatiin yleisesti kuva mitokondriaalisista haploklusteritekijoista,
jotka saattavat olla yhteydessa eturauhassyovan kehittymisen kanssa. Kuva 5.1.a €
kuitenkaan vield paljasta mahdollisia eturauhassydvan riskitekijoita, koska pylvaiden
erot syopdpotilaiden ja kontrollien valilla vaikuttavat samansuuntaisilta haploklusterista
riippumatta, lukuun ottamatta haploklustereita HV ja "muut”. Yhdistettyja
syOpanaytteitd (kuvassa 5.1.a) oli tarkasteltava myos erikseen, jotta ndhdéan olisiko
perinndllisesti ja satunnaisesti  eturauhassyOpddn  sairastuneiden  potilaiden

mitokondriaalisten haploklustereiden valilla eroja.
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Haploklustereiden vertailua sydpéa- ja kontrollindytteilla

60,00 %

O syopanaytteet
50,00 % M kontrollit

40,00 %

30,00 % [ ]

prosentit

20,00 %

10,00 % -

0,00 % - .
TJ UK HV N muut luokit.

Kuva 5.1.a. Pylvaskaavio eturauhassyOpépotilaiden (n=257) yleismmistd haplo-
klustereista verrattuna kontrol lipotilaiden (n=400) vastaaviin.

Kun vertailtiin perhetaustaisten eturauhassydpanaytteitd ja satunnaisesti valittujen
eturauhassyOpda sairastavien potilaiden naytteitd kontrolliryhman néytteisiin (kuva
5.1.b), tilanne néyttdisi olevan sama kuin sytpdpotilaiden naytteitd verrattaessa
kontrollingytteisiin (kuva 5.1.8). Yleisin haploklusteri oli edelleen HV. UK-
haploklusterin kohdalla erot olivat merkittdvimmé niin, ettd se oli perhe- ja
satunnaisnaytteissa yleisempi kuin kontrollirynman néytteissg, kuitenkin niin, etta
haploklusteri UK oli perhetaustaisten syopandytteiden kohdalla vield yleisempi kuin
satunnaisesti  valituissa syOpanaytteissd. Myods haploklusterit TJ sekd N olivat
kontrollingytteitd yleisempia sekd perhe- ettd satunnaisndytteissa Koska
haploklusterissa N satunnaisesti valittujen eturauhassyopandytteiden merkittavasti muita
ndyteryhmi& suurempi maaréd nousi pylvaskaaviosta esiin, on ilmi6ta syyta tarkastella
haploryhmaméarityksessa tarkemmin, jossa haploklusterit jaettiin  haploryhmiin.
Samoin kuvasta 5.1.b ndhddan, ettd luokittelemattomien naytteiden kohdalla

perhetaustaisten syOpanaytteiden maara on suurempi kahteen muuhun nayteryhmaan
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verrattuna. Haploryhmamaarityksessi saataisiin lisdselvitysta edella mainituille eroille
eri nayteryhmien vdlilla Oli myos huomioitava, ettel satunnaisesti Ssairastuneitten
ndytteiden joukosta 10ytynyt lainkaan ryhmaan "muut” kuuluvia néytteita Tassa
vaiheessa on mainittava, ettd osa haploklustereihin yhdistetyisté naytteista voi jaada
ilman haploryhméa tarkemmassa tarkastelussa, jolloin tallaiset naytteet luokiteltiin

omiin ryhmiinsa

Haploklustereiden vertailua perhetaustaisten sydpanaytteiden,
satunnaissydpanaytteiden ja kontrollien vélilla

60,00 %
@ perhetaustaiset
l_ syOpanaytteet
50,00 % l satunnaissyOpanaytteet|
O kontrollit
40,00 %
=
$ 30,00 %
o
o
20,00 %
10,00 %
0,00% - i — = &1
TJ UK HV N muut luokit.

Kuva 5.1.b. Pylvaskaavio perhetaustaisten (n=164) ja satunnaisesti valittujen (n=93)
eturauhassyOpéd sairastavien potilaiden yleisimmista haploklustereista verrattuna
kontrollipotilaiden (n=400) vastaaviin.

5.2 Haploryhmaanalyysi

Taulukkoon 5.2 on merkitty tiettyihin haploryhmiin kuuluvien perhetaustaisten- ja
satunnaisesti  valittujen  eturauhassyOpénaytteiden  seka  kontrollindytteiden
kappalemaarét seka tiettyihin haploklustereihin kuuluneiden naytteiden kokonaisméaéréat
kussakin kolmessa ryhmassa.
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Taulukko 5.2. Haploryhm&analyysin tulokset (perhendytteet n=164, satunnaisnaytteet
n=93 ja kontrollit n=400)

Klusteri |Haploryhma| Perhendytteet Satunnaisnaytteet Kontrollit
HV H 56 38 182
\Y/ 8 5 20
presHV 1 0 0
HV* 2 0 4
prexV 1 0 6
total 68 43 212
UK K 12 3 19
U 39 23 85
UK* 4 2 11
total 55 28 115
T3 [T 11 6 17
J 10 4 28
TJ* 3 1 0
total 24 11 45
N wW 2 3 7
X 2 1 6
I 4 4 2
N* 0 1 2
total 8 9 17
muut 1 0 3
luokit. 8 2 8

Taulukosta 5.2 ndhdaan, ettd luokittelemattomia naytteita oli verrattain eniten
perhetaustaisissa eturauhassybpandyttei ssi. Haploklustereiden ssdla
médrittelemétomiksi j&&neet naytteet on merkitty UK*, TJ ja N*-merkinnGilla
Haploklusterissa HV markkereita oli enemman kuin muissa klustereissa, sen vuoksi
kyseisestad klusterista H- ja V- haploryhmien lisakss merkinndt pre*HV, HV* sekéa
pre*V, joiden méadritykset on kerrottu Materiaalit ja menetelmét -osiossa. Néaytteet,
jotka on luokiteltu kuuluvikst UK*-, TJ*-, N*-, pre*HV-, HV*- tai pre*V-ryhmiin on
haploryhmia koskevissa pylvaskuvissa otettu huomioon, vaikkeivdt ne varsinaisesti
haploryhmamaaritelmaa vastaakaan. Kyseiset néytteet otettiin mukaan tuloksiin sen

vuoksi, ettd niilla katsotaan olleen merkitystd tulosten kannalta ja niiden avulla

52



Kuvassa 5.2.a on vertailtu haploryhmien osuuksia kaikkien tutkimuksessa kaytettyjen
eturauhassyopé ja kontrollipotilaiden valilla Kuvassa 5.2.aja 5.2.b mugtalla fontillaon
merkitty varsinaiset Euroopassa yleisimmét haploryhmét ja punaisella fontilla ryhmét,
joissa naytteitd el saatu haploklustereiden sisdlla enda yhdigettya kyseisen klusterin
haploryhmiin. Kuvassa 5.2.a ryhmien TJ* ja preHV kohdalla kontrollipotilaista
naytteita el 10ytynyt lainkaan kyseisiin ryhmiin. Kaaviosta (kuva 5.2.a) nahdddn myos
selvasti kuinka haploryhmé H ja U ovat Suomessa yleisimpid riippumatta siité
sairastaako potilas eturauhassyopéda vai ei. H ja U haploryhmien yleisyys on kiistatonta
muiden haploryhmapylvéiden jéadessa selvasti matalammiksi.

Haploryhmien vertailua syopa- ja kontrollindytteissa

50,00 %

45,00 % O sydpanaytteet
40,00 % B kontrollit

35,00 %
30,00 %
25,00 %
20,00 %
15,00 %
10,00 %

0,00 %

T J TJ K U UK*H V W X I N*

prosentit

Kuva 5.2.a. Pylvaskaavio Euroopassa yleissmpien haploryhmien vertalusta
eturauhassyopa (n=257) ja kontrollipotilaiden (n=400) kesken. Punaisella fontilla on
merkitty ryhmét, jotka eivdt vastaa varsinaista haploryhméaméaaritelmadd, mutta joihin
saatiin linkattua ndytteitéa haploklusterimaérityksia tehtédessa, muttel endé haploryhmé
madrityksissi. Punaisella merkittyjen ryhmien on katsottu olevan téarkeita tutkimuksen
tulosten kannalta.

Kuvan 5.2.a haploryhmaanalyysissa kontrollindytteissa selvasti yleisin haploryhma oli
H sen ollessa yleisin myds sydpanaytteiden kohdalla, eron kuitenkin ollessa huomattava
(45,5 % vs. 36,6 %). Toiseksl yleisin haploryhma seka syopé- etta kontrollindytteissa oli
U, missa kuitenkin sy0pénaytteiden méara oli kontrollindytteita korkeampi erolla 24,1
% vs. 21,25 %. Haploryhmien T, U, | ja” luokittelemattomat” kohdalla sydpanaytteiden

pylvéét olivat selkedsti korkeammat, kun taas painvastainen tilanne oli haploryhmien J,
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H ja pre*V kohdalla. Muiden haploryhmien osalta pylvaskorkeudet sekd sytpa etta
kontrollindytteissa olivat 1ahella toisiaan naytteiden lukuméérienkin j&&dessa pieniksi.
Haploryhmén |, joka kuuluu ryhmien W ja X lisdksi jo tarkastelussa olleeseen
haploklugteriin N, kohdalla huomattiin aiemmin mainittu merkittava ero syop& ja
kontrollingytteiden valilla (3,1 % vs. 0,5 %). Haploryhmien W ja X pylvaiden ollessa
melko tasaiset kummassakin tarkasteltavassa ryhmassa, oli selvag, etta N-haploklusterin
kohdalla nousseet erot sydpa ja kontrollindytteissa johtuivat siis haploryhmastal.

Haploryhmien vertailua perhetaustaisten syépéanaytteiden,
satunnaissytpanaytteiden ja kontrollien valilla

50,00 %
45,00 % - O perhetaustaiset syopanaytteet ||
40.00 % B satunnaiset syopanéytteet
35 00 % Okontrollit
, 0
= 30,00 %
c
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Kuva 52.b. Pylvéaskaavio Euroopassa yleismpien haploryhmien vertailusta
perhetaustaisten (n=164) ja satunnaisesti (n=93) eturauhassyOpadan sairastuneiden seké
kontrollipotilaiden (n=400) kesken. Punaisella fontilla kaavioon on merkitty ryhmét,
jotka eivét vastaa varsinaista haploryhmamaéaritelmad, mutta joihin saatiin linkattua
naytteitéa haploklusteriméarityksia tehtdess, muttel endd haploryhmamaarityksissi
Punaisella merkittyjen ryhmien on katsottu olevan térkeita tutkimuksen tulosten
kannalta.

Jotta tuloksista nahtiin mahdolliset erot perinndllisten ja satunnaisesti eturauhassydpaan

vertailtiin erikseen kontrollipotilaiden naytteisiin.



Vertailtaessa erikseen perhetaustaisia ja satunnaisesti valittuja eturauhassyopénaytteita
seka kontrollingytteitd keskenddn (kuva 5.2.b) huomattiin, ettda yleismmassa
haploryhméssa H perhetaustaisten sytpandytteiden médra oli huomattavasti pienempi
kuin kahden muun ndyteryhmén. Huomioitavaa kuitenkin oli, etta luokittelemattomien
ndytteiden kohdalla nimenomaan perhetaustaisten syOpandytteiden méara taas
vastaavasti oli korkeampi verrattaessa satunnaisesti sairastuneiden syOpanaytteisiin tai
kontrollinaytteisiin. Haploryhmien T, U ja | kohdalla havaittiin sama ilmié kuin
verrattaessa kaikkia syopanaytteitéa kontrolleihin (kuva 5.2.a) eli kontrollinaytteiden
maara oli pienempi. Péinvastainen tilanne eli kontrollindytteiden suurempi médra
huomattiin haploryhmissd J, H, pre*V ja "muut”. Niin sanottuja haploryhmien
ulkopuolelle jdaneitd, eli ryhmiin TJ*, UK*, prexHV, HV*, pre*V ja N* linkattuja,
naytteita oli kaikkiaan vahan. Kaikissa muissa edelléa mainituissa ryhmissa paitsi UK*-
ja pre*HV-ryhmissa naytteitéa I0ytyi vain kahdesta nayteryhméastd. UK*-ryhméan
linkkautui kaikkien kolmen naytesarjan néytteitd, kun taas pre*HV-ryhméan kohdalla
naytteitd loytyi vain perhetaustaisilta syOpéd sairastavilta  Satunnaisesti
eturauhassyOpéén sairastuneiden joukosta ei yksik&an néyte linkkautunut ryhmiin HV*,
pre*V ja "muut”, joten naissd ryhmissd oli vain perhetaustaisten eturauhassytpaan
sairastuneiden ja kontrollipotilaiden naytteet. Sen sijaan ryhméssa TJ* oli vain
perhetaustaisen ja satunnaisesti eturauhassyopaén sairastuneiden néytteet ja ryhmassa
N* gitd vastoin oli satunnaisesti eturauhassytpaan sairastuneiden ja kontrollipotilaiden
naytteet.

Jotta voitaisiin tutkia tarkemmin perinndllisesti ja satunnaisesti eturauhassyGpaan
sairastuneiden potilaiden mahdollisia haploryhméesiintyvyyksien eroja, taytyy kuvaa
5.2.b tutkia vain naiden kahden ryhméan kesken. Suurimmat erot perhetaustaisten ja
satunnaisesti eturauhassydpédan sairastuneiden kesken oytyivét haploryhmigta J, K, H,
W, | ja ’luokittedlemattomat”. Haploryhmissd J K ja ”"luokittelemattomat”
perhetaustaisten syopandytteiden maéra oli suurempi ja sité vastoin haploryhmissa H, W
ja | satunnaisesti sairastuneiden osuus oli korkeampi. Edell& mainittujen erojen kuten
muidenkin pylvaskaavioissa havaittujen eroavaisuuksien oikein tulkitseminen vaati
tilastollisia analyyseja, jotta ndhtaisiin olivatko ryhmien véliset erot tilastollisesti

merkitsevia.
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5.3 Tilastolliset analyysit tuloksista

Tilastolliset analyysit tehtiin kaikille pylvaskaavioissa esitetyille haploklustereille ja -
ryhmille kaikissa kolmessa nayteryhméssi. Alla oleviin taulukoihin (5.3.a- 5.3.h) on

laskettu kunkin neljan nayteryhman haploklustereiden ja -ryhmien prosenttiosuudet

arvojen perusteella, ja lopuks taulukkoon on laskettu OR-arvot. Kaikki laskut on
laskettu Materiaalit ja menetelmét -osiossa esiteltyjen kaavojen mukaan.

Taulukko 5.3.a. Tilastolliset analyysit haploklustereiden vertailusta perhetaustaisten

(n=164) ja satunnaisesti eturauhassyopadan (n=93) sairastuneiden kesken.

Klusteri p/perhe |p/satunnais Z P (Z>|z]) |OR-arvo
HV 41,5 46,2 -0,7309 0,2327 0,8236
UK 33,5 30,1 0,5603 0,2877 0,1714
TJ 14,6 11,8 0,6295 0,2643 1,2779

N 4,9 9,7 -1,4851 0,0681 0,4786
muut 0,6 0 0,7539 0,2266 1,7156
luokit. 4,9 2,2 1,0718 0,1423 2,3333

Taulukko 5.3.b. Tilastolliset analyysit haploklustereiden vertailusta perhetaustaisten

(n=164) eturauhassyOpaa sairastavien ja kontrollindytteiden (n=400) kesken.

Klusteri p / perhe p / kontrolli Z P (Z>|z]) |OR-arvo
HV 41,5 53 -2,4885 0,0064 0,6281
UK 33,5 28,75 1,125 0,1303 1,2505
TJ 14,6 11,25 1,1138 0,1327 1,3524

N 4,9 4,25 0,3291 0,3710 1,1554
muut 0,6 0,75 -0,1802 0,4285 0,8119
[uokit. 4,9 2 1,8696 0,0308 2,5128

Taulukko 5.3.c. Tilastolliset analyysit haploklustereiden vertallusta satunnaisesti
(n=93) eturauhassydpédan sairastuneiden ja kontrollindytteiden (n=400) kesken.

Klusteri p / satunnais | p / kontrolli Z P(Z>|z]) |OR-arvo
HV 46,2 53 -1,1757 0,1199 0,7626
UK 30,1 28,75 0,2599 0,3975 1,0676
TJ 11,8 11,25 0,1582 0,4371 1,0583

N 9,7 4,25 2,1093 0,0175 2,4139
muut 0 0,75 -0,8377 0,2011 0,6073
[uokit. 2,2 2 0,0928 0,4630 1,0769
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Taulukko 5.3.d. Tilastolliset analyysit
sy6panaytteiden ja kontrollien (n=400) kesken.

haploklustereiden vertallusta kaikkien

p / syOpéaiset
Klusteri (n=257) p / kontrolli Z P(Z>|z]) |OR-arvo

HV 43,2 53 -2,4544 0,0071 0,6742
UK 32,3 28,75 0,9666 0,1669 1,1822
TJ 13,6 11,25 0,9061 0,1825 1,2437

N 6,6 4,25 1,3353 0,0909 1,5958
muut 0,4 0,75 -0,5803 0,2808 0,5149
luokit. 3,9 2 1,4491 0,0737 1,9838

Taulukko 5.3.e. Tilastolliset analyysit haploryhmien vertailusta perhetaustaisten ja
(n=164) ja satunnaisesti eturauhassydpadan (n=93) sairastuneiden kesken.

Haploryhm&| p/perhe |p/satunnais Z P(Z>|z)) |OR-arvo
H 34,1 40,9 -1,0877 0,1379 0,7505
V 4,9 54 -0,1754 0,4286 0,9026
pre* HV 0,61 0 0,7539 0,2266 1,7156
HV* 1,2 0 1,0576 0,1446 2,8769
pre*V 0,61 0 0,7539 0,2266 1,7156
U 23,8 24,7 0,1620 0,4364 0,9496
K 7,3 3,2 1,3491 0,0885 2,3684
UK* 2,4 2,2 0,1021 0,4602 1,1375
T 6,7 6,5 0,0619 0,4761 1,0425
J 6,1 4,3 0,6109 0,2709 1,4448
TF 1,8 1,1 0,4365 0,3300 1,1743
W 1,2 3,2 -1,1228 0,1314 0,3704
X 1,2 1,1 0,0719 0,4721 1,1358
I 2,4 4,3 -0,8458 0,1977 0,5563
N* 0 1,1 -1,3425 0,0901 0,1874
muut 0,6 0 0,7539 0,2266 1,7156
luokit. 4,9 2,2 1,0718 0,1423 2,3333
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Taulukko 5.3.f. Tilastolliset analyysit haploryhmien vertailusta perhetaustaisten

(n=164) eturauhassyOpaa sairastavien ja kontrollindytteiden (n=400) kesken.

Haploryhmé&| p/perhe p / kontrolli Z P(Z>|z]) |OR-arvo
H 34,1 45,5 -2,4793 0,0066 0,6211
V 4,9 5 -0,0606 0,4759 0,9744
pre* HV 0,61 0 1,5631 0,0590 7,3486
HV* 1,2 1 0,2308 0,4088 1,2222
prexV 0,61 1,5 -0,8672 0,1929 0,4029
U 23,8 21,25 0,6590 0,255 1,1562
K 7,3 4,75 1,2147 0,1122 1,5831
UK* 2,4 2,75 -0,2084 0,4174 0,8841
T 6,7 4,25 1,2201 0,1112 1,6198
J 6,1 7 -0,3883 0,3489 0,8627
TJF 1,8 0 2,7122 0,0033 17,3591
W 1,2 1,75 -0,4566 0,3240 0,6931
X 1,2 1,5 -0,2558 0,3990 0,8107
I 2,4 0,5 2,0384 0,0208 4,975
N* 0 0,5 -0,9071 0,1822 0,4845
muut 0,6 0,75 -0,1802 0,4285 0,8119
luokit. 4,9 2 1,8696 0,0308 2,5128

Taulukko 5.3.g. Tilastolliset analyysit haploryhmien vertailusta satunnaisesti (n=93)
eturauhassyOpaan sairastuneiden ja kontrollinaytteiden (n=400) kesken.

Haploryhma| p/satunnais | p / kontrolli Z P(Z>|z]) |OR-arvo
H 40,9 45,5 -0,8108 0,2087 0,8276
V 54 5 0,1490 0,4408 1,0795
pre*HV 0 0 0 0 4,2834
HV* 0 1 -0,9683 0,1664 0,4712
prexV 0 1,5 -1,1884 0,1173 0,3246
U 24,7 21,25 0,7311 0,2324 1,2176
K 3,2 4,75 -0,6412 0,2607 0,6684
UK* 2,2 2,75 -0,3250 0,3726 0,7772
T 6,5 4,25 0,9068 0,1822 1,5538
J 4,3 7 -0,9516 0,1706 0,5971
TJF 1,1 0 2,0760 0,0189 12,9892
W 3,2 1,75 0,9094 0,1816 1,8714
X 1,1 1,5 -0,3118 0,3776 0,7138
I 4,3 0,5 3,0114 0,0013 8,9438
N* 1,1 0,5 0,6426 0,2603 2,163
muut 0 0,75 -0,8377 0,2011 0,6073
luokit. 2,2 2 0,0928 0,4630 1,0769
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Taulukko 5.3.h.

Tilastolliset  analyysit
sy6panaytteiden ja kontrollien (n=400) kesken.

haploryhmien  vertailusta kaikkien

p / syOpéaiset

Haploryhméa (n=257) p / kontrolli Z P(Z>|z]) |OR-arvo

H 36,6 45,5 -2,2617 0,0119 0,6908

V 51 5 0,0334 0,4867 1,0123

pre* HV 0,4 0 1,2485 0,1059 4,6842

HV* 0,8 1 -0,2916 0,3853 0,7765

prexV 0,4 1,5 -1,3535 0,0879 0,2565

U 24,1 21,25 0,8628 0,1941 1,1783

K 5,8 4,75 0,6136 0,2698 1,2429

UK* 2,3 2,75 -0,3273 0,3717 0,8453

T 6,6 4,25 1,3353 0,0909 1,5958

J 54 7 -0,7939 0,2136 0,7654
TJF 1,6 0 2,5028 0,0062 14,2189

W 19 1,75 0,1826 0,4275 1,1139

X 1,2 1,5 -0,3580 0,3602 0,7756

I 3,1 0,5 2,6696 0,0038 6,3936

N* 0,4 0,5 -0,2058 0,4185 0,7773

muut 0,4 0,75 -0,5803 0,2808 0,5149

luokit. 3,9 2 1,4491 0,0737 1,9838

Taulukoihin (5.3.a-5.3.h) on merkitty lihavoidulla fontilla ne P-arvot, jotka olivat
tuloksissa tarpeeksi pienid tilastollisen merkitsevyyden kannalta. Jotta tulosta tietyn
haploryhméan sidonnaisuudesta eturauhassyOpddn voitaisiin  pitda tilastollisesti
merkitsevang, oli P-arvon saavutettava 0,05:tta pienempi arvo. Tilastollisten analyysien
jalkeen haploryhmista esiin nousivat | ja TJ* toisin kuin oli odotettavissa aiemmin
tehdyn tutkimuksen mukaan (Booker ym., 2006). |- ja TJ*-haploryhmét nousivat P-
arvojen perusteella esiin kaikissa kolmessa tapauksessa eli perhetaustaisten ja
satunnaisesti eturauhassydpaan sairastuneiden sek& kaikkien syopaisten (n=257)
naytteita verrattaessa kontrolleihin. Booker ym. 2006 tekivét tutkimuksi ssaan havainnon
haploryhma U:n roolista riskitekijana (Fisherin exact testi p = 0.019) eturauhassytvassa
OR-arvon ollessa 1,95. Téassa tutkimuksessa haploryhmd U:n kohdalla P-arvo el
saavuttanut <0,05, joten merkitsevyydeltéén sita el voida tuloksissa huomioida.
Pelkastéan perhetaustaisia eturauhassyOpandytteita verrattaessa kontrolleihin esiin
ja TF

Kun verrattiin kontrollethin  kaikkia

nousivat tilastollisten analyysien jélkeen haploryhmien |
" luokittelemattomat”.

lisdksi myos
haploryhmé& H ja
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tutkimuksessa kaytettyja eturauhassydpétapauksia (n=257) <0,05 P-arvo saavutettiin |-
jaTJ-haploryhmien lisé&ksi haploryhmassa H.

Naiden suomalaisissa naytteissa havaittujen tulosten ja analyysien perusteella voidaan
tulkita, ettd haploryhmé | ja TJ* ovat eturauhassydvan riskitekijoita, kun taas
haploryhma H olis potentiaalinen suojaava tekijd eturauhassybpéa vastaan. On
kuitenkin selvadd, etta lisdd tutkimuksia tarvitaan selkiyttamadan haploryhmien roolia
eturauhassyOvan riski-/suojaavuustekijéind ennen kuin mitéan varmea tuloksista
voidaan sanoa. Perhetaustaisia syOpéndytteita verrattaessa kontrolleihin esiin nousi
my6s ryhma " luokittelemattomat”, mika viittaisi siihen, ettd myos tuohon ryhméaan
kuuluvilla olisi suurentunut riski altistua eturauhassyévéalle. On kuitenkin muistettava,
etta toistuvat mutaatiot ja mahdolliset takaisinmutaatiot korkeasti vaihtelevalla D-loop-
alueella ovat mahdollisia syitd haploryhméan méarityksen epdonnistumiseen, joten

taloin tétatulosta el voida ottaatéssa tydssd huomioon.

Eroista perhetaustaisten ja satunnaisesti valittujen eturauhassydpddn sairastuneiden
miesten vélille el saatu tilastollisesti merkitsevid, joten tulosten perusteella voidaan
olettaa, ettd suomalaisvaesttssa ndissa ryhmissé el ole niin suuria eroja. Voi myos olla,
etta tassd tyossa tehdyilla kokeilla el eroja saatu nousemaan esiin perinnollisesti ja
satunnaisesti eturauhassyopéén sairastuneiden miesten kesken. Kokeissa kéytetyt melko
pienet nayteméarédt saettavat olla yks syy sihen, ettei haploryhmissa havaittu eroja

perinndllisesti ja satunnaisesti eturauhassydpéan sairastuneiden miesten vélilla

5.4 Sekvensoitaessa |0ytynyt muutoskohta C7996A

Haploryhmémaarityksia varten tehdyissd sekvensoinneissa naytteista 10ytyi
muutoskohta  C7996A, joka saa akaan  asparagiinihgpon  muuttumisen
glutamiinihapoksi. LOydetty muutoskohta Sjaitsee sytokromioksidaasi alayksikko-11
(COIl)-geenin  alueella. Tama muutos loytyi Kkaikista niin sy0p& kuin
kontrollingytteistakin niilta osin kuin kyseiseltd kohdalta oli luettavaa sekvenssia
olemassa. Syopéanaytteiden kohdalla muutamista naytteista ei saatu kunnon sekvenssia

tata kohdalta, joten niiden osata muutosta C7996A el voitu varmistaa. Havaittujen
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tulosten perusteella voidaan siis olettaa, ettd 10ydetty muutoskohta C7996A olisi
erityisesti suomalaisessa vaesttssa esiintyvd mutaatio, koska siitd ei ole aikaisempaa

raportointia maailmalta olemassa.
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6 POHDINTA

Téssd osiossa otan huomioon tutkimuksessa tehtyjen tydvaiheiden suorittamisen ja
mahdolliset tassa tyossd tuloksiin vaikuttaneet seikat. Samalla pohdin my6és muiden
tutkimusten valossa saatuja tietoja, jotka voidaan liittéa tdhan tutkimukseen tai, jotka
mahdollisesti selittavéat tasta tutkimuksesta saatuja tuloksia.

6.1 Tutkimuksen eri tybvaiheista

Luotettavien tulosten saamiseks téllaiset mtDNA:han liittyvét tutkimukset tulisi aina
toteuttaa kahdella eri populaatiolla, jossa tutkittavien potilaiden sek& kontrollien méaréa
olis satoja, jopa tuhansia (Herrnstadt & Howell, 2004). Tassa tydssa suoritettiin
kaikkien syOpanaytteiden (n=257) sekvensointi ja niiden osalta haploryhmien méaaritys.
Kontrollinaytteitd el tarvinnut tassi tutkimuksessa lainkaan sekvensoida, koska néiden
400 naytteen haplorynmét oli méritetty sekvensoinnilla ja SNP:1la (single nucleotid
polymorphism) jo ennalta Minkkisen (2006) toimesta hanen tutkimustaan
"Mitochondrial  DNA mutations in agerelated hearing impairment” varten.
Kontrollipotilaiden kohdalla néytemé&éra oli suurin. Sydpapotilaiden kohdalla suurempi
ndytemadrd olisi voinut antaa toisenlaisen tuloksen, mutta t&ssa tydssa kaytettyja
ndytemaaridkin voidaan pitdd tarpeeksi kattavina tulosten kannalta. Y hteensd
syOpanaytteiden maara oli kuitenkin satoja (n=257) kuten oli kontrollienkin kohdalla.
Taman tyon kanssa samankaltainen tutkimus suoritettiin Booker ym. (2006) toimesta,
joten voidaan katsoa, ettd tutkimus on suoritettu kahdella populaatiolla, sekéd

Y hdysvaltojen valkoihoisilla ettd suomalaisilla potilasnayttell |&

PCR- ja sekvensointi- pipetointeja tehdessi kasiteltiin aina vain yhtd nayteryhmaa
(perhetaustaiset vs. satunnaisesti sairastuneet) kerrallaan, milla voitiin valttda ndytteiden
mahdollinen sekoittuminen. Kuitenkin tydskentely laboratorio-olosuhteissa késittda aina
pienen riskin kontaminaatiovaarasta riskien minimoinnista huolimatta, taloin sitdkéan
mahdollisuutta ei voida téysin sulkea pois tutkimusta tehdessd. My6s sekvensointidatan
kasittelyssa ja analysoinnissa on otettava huomioon virheen mahdollisuus, koska

jokainen havaittu muutoskohta  tarkistettiin manuaalisesti sekvenssin
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elektroferogrammista, ja tarkastettavia ndytteita seka siten muutoskohtia oli lukuisia
My6s noin puolessa haploryhmida méérittavien polymorfioiden kohdalla naytteiden
sekvenssit olivat osn huonoa, joten kaikista naytteista el ollut mahdollista tarkistaa
muutosta molemmista DNA-sdikeista Naiden sekvensointiin liittyvien ongelmien
minimoimiseksi olisi tarvittu uusia sekvensointireaktioita ja niiden tarkastusta.

Tunnusomaista mtDNA:lle on korkea mutaationopeus, joka on koodaavalla alueella
jopa yli kymmenkertaista tuman DNA:n mutaationopeuteen verrattuna. Nain korkea
mutaationopeus lisda vastaavien identtisten mutaatioiden riskid evoluutiopuun eri
haaroissa. Saman mutaation l&sndolo eri haploryhmissid viittaa homoplasmiaksi
kutsuttuun tilaan. Mutaatioiden kuumat pisteet (hot spots) — kohdat mitokondriaalisessa
DNA:ssa, jossa mutaatiotapaukset ovat hyvin yleisia ja tapahtuvat useita kertoja —
lisBdvat edelleen mutaationopeudesta johtuvaa ongelmaa (Piechota ym., 2004).
Fylogeneettista analyysia kaytetddn ylelsmpana menettelytapana ihmisten mtDNA:n
evoluutionopeuden arvioinnissa, mutta my6s maternaalisten sukujuurten tutkimisessa.
Tallad menettelytavalla on kuitenkin rgjoituksensa. Erityisesti D-loop-alueella on
hypervaihtelevia paikkoja, jotka sekoittavat tarkkaa arviointia puun topologiassa ja
haarojen pituudessa (Howell ym., 1996). Kuten tiedetdan, D-loop-alueella sijaitsee suuri
osa haploryhmid méarittavista polymorfioista, jolloin korkea vaihtuvuus ja seuraukset
yhtenevitd mutaatioista osaltaan hankaloittaa tutkimuksia. Téten téssakdan
tutkimuksessa kaytettyna menetelma ei ole tdysin aukoton ja hypervaihtelevilla alueilla
olevat toistuvat mutaatiot ja mahdolliset takaisinmutaatiot saattavat héiritd tuloksia
haploryhmia mééritettdessa.  Sekvenssimuutokset mtDNA:ssa  D-loop-aluetta
lukuunottamatta ovat kehittyneet yleisesti ottaen tasaisesti (”clock-like’” manner)
mahdollistaen tarkemman mutaationopeuden mittauksen ja dten parantaen
evoluutionaaristen tapahtumien gan arvioimista (Ingman ym., 2000). Muutokset D-
loop-alueen ulkopuolella noudattavat siis kutakuinkin samaa tasaista evoluutionopeutta

jaovat sten mahdollisimman luotettavia tamantyyppisiin sekvensointitutkimuksiin.
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6.2 Téassa tydssa saatujen tulosten tar kastelua

Haploryhman | esiin nousu eturauhassydvan riskitekijand osoittautui mielenkiintoiseksi.
Vakka sarastuneissa oli lukuméarallisesti véhan haploryhmdan | kuuluneita,
kontrolleihin verrattuna prosentuaaliset erot olivat suuria. Haploryhma | on sitdkin
syystd mielenkiintoinen, etta se nous esiin myds Minkkisen (2006) tutkimuksessa
"Mitochondrial DNA mutations in age-related hearing impairment”. Tuo tutkimus
osoitti  haploryhmén | esintyvyyden olevan korkeampi ik&huonokuuloisuudesta
kéarsivilla potilailla kuin kontrolleissa (Minkkinen, 2006, julkaisematon tulos). Koska
eturauhassyOpada esintyy normaal isti vanhemmilla miehillg, myos
eturauhassyopapotilailtamme tutkittiin saatujen kliinisten tietojen pohjalta mahdollisia
ikdhuonokuuloisuusoireita.  Oireita 6ytyi anoastaan yhdelta sybpdpotilaalta
kahdeksasta. Eturauhassyovan ja ikahuonokuuloisuuden yhteisvaikutusta olisi
mielenkiintoista tutkia suuremmilla potilasméérillg, jotta saataisiin enemman tietoa
ndiden kahden sairauden valisestd yhteydestd ja haploryhmén | roolista molempien
tautien riskitekijana

Bookerin ym. (2006) tekeman tutkimuksen valossa oli odotettavissa, etta haploryhma U
olis noussut riskitekijdks eturauhassydvan synnylle, néin e kuitenkaan téssa tytssa
kaynyt. Haploryhméan U havaittiin olevan kuitenkin selkeasti yleisempi syopépotilaissa,
sekd perhetaustaista ettd satunnaista eturauhassyopda sairastavilla, verrattuna
kontrollipotilaisiin. Merkitsevyyksiltéan erot eivat kuitenkaan saavuttaneet haluttua P-
arvoa. Voisiko haploryhman U yleisyys suomalaisessa vaestossa olla yksi selittévista
tekijoistd, miksi haplorynma U e merkitsevyydeltdédn noussut esiin  tassa
tutkimuksessa? Kun tiedetéan, ettd haploryhma U esiintyy noin kolminkertaisena
suomalaisilla verrattuna muihin eurooppalaisiin (Finnila ym., 2000), oli haploryhman U
yleisyys myds kontrollipotilailla téssa tutkimuksessa korkeaa. Ei tosn olisi
ensmmainen kerta kun tutkimukset haploryhmien alttiudesta sairauksissa eroavat
toisistaan. van der Walt ym. (2004) raportoivat tutkimuksessaan haploryhman U olevan
altistavassa yhteydessa Alzheimerin tautiin sukupuoli-spesifisesti, kun aiempi tutkimus
taas oli havainnut haploryhmén K olevan riskid alentava tekija Alzheimerin tautiin

sairastumisessa.



Haploryhman H esiintymistiheyden (~40 %) tiedetéén yleisesti olevan eurooppalaisessa
vaesttssa korkeaa (Torroni ym., 1996). Tassa tutkimuksessa se nousi eturauhassydvan
suhteen potentiaaliseksi suojaavaks tekijaksi. Kuitenkin vain osa miehistd sairastuu
elamansa aikana eturauhassyopaan, siten ehka haploryhman H yleisyys ja sen yhteys
eturauhassydvan suhteen suojaavana tekijana voitaneen selittda.

Ty6ssa esiin nousivat myos haploryhmé TJ* sekd "luokittelemattomat”, jotka eivét
sindnsa sisally haploryhmaluokitukseen vaan ne otettiin mukaan tuloksiin, koska niiden
gjateltiin tarjoavan mielenkiintoisia né&kokulmia tutkimuksen tulosten analysointiin.
TJ*-haploryhma&an luokiteltiin siis naytteet, jotka evét linkkautuneet haploryhmiin T tai
J, mutta haploklusteriin TJ naytteet saatiin yhdistettyd. Kun siis mtDNA:sta [6ytyy
muutos T16126C, mutta ei enda muita sen haaran polymorfioita, voidaan olettaa, etta
riski eturauhassyovan kehittymiselle on kasvanut. Kuitenkin tiedetéén, etta kyseinen
T16126C-muutoskohta sijaitsee D-loop-alueella, jossa tunnetusti on korkea
mutaationopeus, mika saattaa vaikuttaa tuloksiin. Myds Macaulay & Richardsin
fylogeneettisessd puussa (kuva 2.5.b) TJ-haploklusteria méarittédva polymorfiakohta
(T16126C) on adleviivattu, mikd viittaa siind kohdassa tapahtuvista toistuvista
mutaatioista ja mahdollisista takaisinmutaatioista. Myo6s ” luokittelemattomat” -ryhméaan
kuuluvien altistunutta roolia eturauhassydvan kehityksessa voidaan pitéa kyseenalaisena
samoista syista kuin TJ*-ryhmankin kohdalla. ”Luokittelemattomien” naytteiden
kohdalla kyse voi olla mtDNA-naytteestd, jonka sekvenssiin on sattunut runsaasti
toistuvia mutaatioitata takaisinmutaatioita, jolloin haploryhman méérittaminen voi olla

mahdotonta.

Sekvensoinnin  myoéta 16ytyi myds muutoskohta C7996A, joka muuttaa COll:ssa
asparagiinihapon glutamiinihapoksi. Mutaatiokohdan 16ytyminen my6s tutkimuksessa
kéytetyistd suomalaisista kontrollinaytteista osoittaa, etta kyseessa on todenndkoisesti
suomalaisessa vaestdssa yleisesti esiintyva mutaatio. Kyseisestda muutoksesta e ole
alempaa raportointia ja siksi on mielenkiintoista, ettd kyseessa olisi yleinen ilmi6
suomalaisessa vaestossd. Taman muutoskohdan tarkempi anaysointi  vaatisi
lisdtutkimuksia toisesta populaatiosta, jotta voitaisiin selvittdd sen uniikkiyhteys

suomalaisiin.
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Homoplasmiset mtDNA:n polymorfiat esiintyvat melko tavallisesti tiettyina
yhdistelmina. Tallaiset homoplasmiset, patogeeniset mtDNA:n mutaatiot voidaan usein
yhdistda tiettyjen polymorfioiden kaavaan. Taméantyyppisia homoplasmisia yhdistelmia
nukleotidimuunnoksista pidetéén evoluutiossa vanhoina. Sitd vastoin heteroplasmiset
mutaatiot ovat evoluutiossa uusia ja ne saattavat esiintyaeri genotyypeissa (Finnila ym.,
1999). Kaikki t&ssa tutkimuksessa havaitut muutokset olivat homoplasmisia, silta osin
kun luettavaa sekvenssid oli molempiin suuntiin saatavilla. On muistettava, ettei noin
puolille tapauksista ollut saatavilla luettavaa sekvenssia kuin néytteen toisesta
suunnasta, joten ndiden kohdalla heteroplasmian mahdollisuutta el voida rajata pois.
Hetero/homoplasmialla e ole vakutusta tassd ty0ssd pddosassa olevan
haploryhmamaérityksen tuloksiin. Tutkimuksessa [6ydetty, ilmeisesti suomalaisvéeston
normaaliin MtDNA-sekvenssiin kuuluva, muutos C7996A havaittiin alukeparilla mt
7981 & mt 8305 monistettuna ja sekvensoituna. Kyseinen muutos kuitenkin sijaitsi
alukeparilla monistettavan sekvenssin niin  alkupdassd, ettel mtDNA:sta ollut
mahdollista saada luettavaa sekvenssia kuin yhteen suuntaan, tdten homo-

/heteroplasmia muutoksen C7996A kohdalla jai avoimeksi.

6.3 Eturauhassytpaan liitetyn mtDNA-tutkimuksen tulevaisuus

Taa tutkimusta Kkirjoitettaessa e  muita vastaavia eturauhassybvan ja
haploryhméasidonnaisuuden vdlisia tutkimuksia ollut julkaistu Bookerin ym. (2006)
tekeman tutkimuksen lisdksi, joten se on ainoa vertailukohde. Tiedetéén, ettd Pohjois-
Amerikan valkoihoiset kuuluvat eurooppalaisen akuperdnsd vuoksi samoihin
yhdeksdan haploryhméan: H, |, J, K, T, U, V, W ja X kuin suomalaisetkin.
Haploryhmien vuoks nama kaks tutkimusta ovatkin hyvin toisiinsa verrattavia
Kuitenkin muitakin tutkimuksia tarvitaan, jotta saataisiin tietoa onko eri vaestdissa
erilaiset taipumukset haploryhmien osuudessa eturauhassyopéan liittyvad sidonnaisuutta

tutkittaessa.
Koska mitokondriot ségtelevét apoptoosia ja niiden tiedet&én olevan vastuussa vapaiden

happiradikaalien tuotannosta, on perusteltua, etta mitokondriot voitaisiin liittéad myos

karsinogeneesiin. Téten mitokondriaalisten haploryhmien ja eturauhassytvan valisen
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yhteyden tutkiminen on jarkeenkaypééa (Brooks, 2006). Aiemmin julkaistuun Bookerin
ym. (2006) tekem&dn tutkimukseen eturauhassyovan ja haploryhmien vélisesta
yhteydesta liittyy myos epédkohtia, joihin tulee kiinnittdd huomiota t&ta tutkimusta
tarkasteltaessa. Tiedetdan, ettda Yhdysvaltojen vakoihoiset ovat geneettisesti erittéin
heterogeeninen véestd, mink& vuoks ei ole takeita, ettd Bookerin ym. (2006)
tutkimuksessa kayttamien kahden ryhman (potilaat vs. kontrollit) valilta ei 6ytyisi
etnisia eroja mtDNA:n haplotyypeissa Téten ndiden kahden ryhman etniset erot voivat
johtaa véérin tulkittuun tulokseen (Brooks, 2006). Siks tdma suomalaisvaestolla tehty
tutkimus antaa uuden n&kokulman eturauhassyévan ja haploryhmien valisesta
yhteydest&, kun tiedetéén suomalaisten olevan geneettisesti hyvin homogeeninen kansa.
Myo6s samantapaiset tutkimukset muilla geneettisesti homogeenisilla kansoilla antaisi

uuttatietoa haploryhmien roolista eturauhassy6vassa.

Oli eturauhassyovalle altistava haploryhma mika tahansa, tuskin voidaan sanoa, etta
tietylla haploryhméalla yksindan olisi vaikutusta eturauhassyévan synnyn kanssa. Koska
on olemassa todisteita siitg, etta tietyt yhdistelmé muutoin harmittomina tunnetuista
polymorfioista mitokondriaalisissa sukujuurissa olisivat alttiutena erilaisille sairauksille
(Chinnery ym., 2000; Ruiz-Pezini ym., 2000; Wallace ym., 1999), voidaan olettaa, etta
tietyt haploryhmiin yhdistetyt polymorfiat yhdessd muiden mtDNA:n polymorfioiden
kanssa vaikuttaisivat riskitekijan roolissa eturauhassydvassi. Taten kuulumalla tiettyyn
haploryhmaan, nousisi alttius sairastua eturauhassyopdan, jos mtDNA:ssa olevat muut
polymorfiat reagoisivat haitallisesti haploryhmid méarittéavien polymorfioiden kanssa.
Toinen yhta todennékdinen selitys haploryhmien roolista eturauhassyévan aiheuttgana
olisi, ettd mtDNA:n haploryhma on ns. sijaismarkkeri ituradassa oleville muille tuman
DNA:n muutoksille, jotka altistavat eturauhassydvélle (Brooks, 2006). Naiden oletusten
valossa lisdtutkimukset sek& mtDNA:n ettd sen polymorfioiden ja tuman DNA:n
yhteyksista olisivat paikallaan, kun halutaan selvittéd haploryhmien toddlista roolia
eturauhassyovan riskitekijana.

Kun tiedetdan, ettd eturauhassyopa on pddasiallisesti idkka@mpien (puhkeaa yleensa yli
70 vuoden iassd) miesten tauti (www.eturauhassyopa.info, 2008) ja, ettd vanhetessa
nimenomaan MDNA:n mutaatiot kasaantuvat (Wallace ym., 2006), on térkeda
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jatkossakin tutkia naiden kahden ilmion vélista yhteytta Kaikkiaan tama tutkimus
tarfjoaa oivan lahtokohdan lisdtutkimuksille mitokondriaglisen DNA:n ja
eturauhassyovan valisista yhteyksistéd. Yksi selva epakohta téssa tyossa oli kaytettyjen
kontrollien ja syopapotilaiden naytteiden véliset erot, jotka ovat saattaneet vaikuttaa
tuloksiin. Kuten tiedetdan, eturauhassyopandytteet ovat luonnollisesti kaikki miehilta

saatuja, kun taas tyossa kéytetyissa kontrolleissa oli seka miesten etta naisten naytteita.

Tarkoituksena onkin seuraavaks taman tutkimuksen pohjalta lagjentaa tutkimuskenttda
ja selvittdd téssa tyossd mahdollisia avoimeksi/epaselviksi jdaneitd kohtia mm.

suurempien ndytemaérien ja kattavampien sekvensointien myota
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7 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksella oli tarkoitus selvittdd voidaanko suomalaisten eturauhassytpéa joko
perhetaustaisesti tai satunnaisesti sairastavien miesten joukosta |0ytda yhteista
mitokondriaalista haploryhma -riskitekijdd. Tarkoituksena oli myos tutkia 10ytyyko
eturauhassyOpéén perhetaustaisesti ja satunnaisesti sairastuneiden vélilta eroja

mitokondriaalisissa haploryhmissa.

Suomalaisten eturauhassyOpada sairastavien miesten naytteiden perusteella ja taman
tutkimuksen pohjalta ei voida tukea Yhdysvalloissa valkoihoisilla tehtya tutkimusta,
jossa haploryhman U ja eturauhassydvan kehittymisen vélille 10ydettiin yhteys (Booker
ym., 2006). Suomalaisesta vaestosta eturauhassyOpdan sairastuneilta miehiltéa esiin
nousivat mitokondriaalisia haploryhmié tutkittaessa ryhmét H, | ja TJ*. Tulosten
perusteella voidaan siis paétellg, ettd naista ryhmista kahdella, |1 ja TJ* olis vaikutusta
eturauhassyovan kehittymisen kannalta. Toisin sanoen ryhmia | ja TJ* voidaan pitda
riskitekijoind eturauhassyovan kehittymiselle riippumatta onko miehella positiivista
perhetaustaa eturauhassydvélle vai ei. Kun taas tulosten perusteella haploryhmén H
voidaan olettaa olevan potentiaalinen suojaava tekija eturauhassyopéé vastaan, etenkin

eturauhassyOvassa perhetaustaisesti positiivisen miesten kohdalla.

Eturauhassytpdan perhetaustaisesti tal satunnaisesti sairastuneiden miesten vélille ei
[0ydetty téssa tutkimuksessa mitokondriaalisia haploryhmid verrattaessa merkittavia
eroja. Voidaan siis olettaa, etté jakaumat mitokondriaalisten haploryhmien kesken ovat
samansuuntaiset  riippumatta sairastuuko  eturauhassyopdan  satunnaisesti  vai

perhetaustan vuoksi.

Tassa tydssa sekvensointia tehdessa |0ytynyt muutoskohta C7996A on tutkimuksessa
kéaytettyjen naytteiden perusteella suomalaisessa vaestdssa yleisesti esiintyva mutaatio,
joka muuttaa geenissa COI|l arparagiinihapon glutamiinihapoksi. Koska mutaatio [6ytyi
kaikista kontrollindytteistékin, ei ainoastaan eturauhassyOpdd sairastavilta, voidaan
olettaa, ette kyseinen aminohappomuutos aheuta kummempia hairioita

sytokromioksidaasi |1-alayksikon toiminnalle. Tamén tutkimuksen perusteella on jopa
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oletettavaa, etta itse asiassa muutos C7996A on osa normaalia sekvenssia suomalaisten
MtDNA:ssa.

On selvaa, etté lisétutkimukset ovat paikallaan haploryhmien altistavasta ja suojaavasta
vaikutuksesta yhteydessa eturauhassyopadan, etenkin kun t&ssa tydssd saadut tulokset
eroavat aikaisemmin raportoidusta, joskin eri populaatiolla tehdystd, tutkimuksesta
(Booker ym., 2006). Mahdollisesti suuremmat naytemaardt antaisivat tutkimukselle
lisdarvoa. Myods muutoskohdan C7996A I6ytyminen ja sen mahdollisesti aiheuttamat
vaikutukset vaativat erityista lisdtarkastelua, koska sen [6ytyminen nimenomaan
suomalaisesta vaestosta geneettisen homogeenisuuden takia on mielenkiintoista. Olisi
kiinnostavaa tietda 10ytyyko kyseistd muutosta myGs muista véestoista vai onko se

suomal ai sen geeni periman erityistapaus.
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